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Определение изотопного состава и  концентрации растворенного неорганического углерода (DIC) 
в  морской воде требует не только высокой точности измерений, но и  выработки единых подходов 
к стандартизации данных и сбору материала. В работе проведено изучение влияния методов отбора 
(“в контейнер” и “в виалу с кислотой”, с добавлением токсина и без него) на результаты определения 
величин δ13С(DIC) и [DIC] в морской воде. Детально описан аналитический протокол, основанный на 
многолетнем опыте отбора, измерений и стандартизации данных, полученных для большого количе-
ства образцов вод арктических морей. Согласно приведенному протоколу, величины δ13С(DIC) и [DIC] 
могут быть определены с ошибкой менее 0.05 ‰ (1σ) и 4.5 отн.% соответственно. Показано, что отбор 
проб “в виалу с кислотой” с их хранением в течение 4-х месяцев сопровождается значительной конта-
минацией углекислым газом атмосферы с занижением величин δ13С(DIC) в среднем на 0.3–0.8 ‰ и за-
вышением величин [DIC] в среднем в два раза. Отсутствие токсина, останавливающего биологическую 
деятельность, не приводит к существенным сдвигам в концентрации DIC, но сильно влияет на вели-
чины δ13С(DIC), которые становятся заниженными в среднем на 1 ‰. При отборе проб “в контейнер” 
c использованием токсина и выполнением остальных рекомендаций образцы сохраняют изотопные 
и концентрационные параметры DIC как минимум в течение года.
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ВВЕДЕНИЕ

Изучение изотопного состава и  концентра-
ции растворенного неорганического углерода 
(δ13C(DIC 1), [DIC]) в морской воде необходимо для 
исследований процессов взаимодействия океан –  
атмосфера, биологической активности (первич-
ной продукции, разложения органики, биогенного 
и абиогенного карбонатообразования) и других за-
дач, связанных с поведением углерода в атмосфере 
и  гидросфере Земли (Kroopnick, 1974; Ortiz et al., 
2000; Quay et al., 2007; Brandes, 2009; Alling et al., 
2012; Bauch et al., 2015; Humphreys et al., 2016). Разно-
образные методы определения изотопного состава 
углерода DIC и его концентрации существуют более 
50 лет (Gleason et al., 1969; Friedman 1970; Deines et 
al., 1974; Taylor, Fox, 1996; Tan et al., 1973; Atekwana, 
Krishnamurthy, 1998), при этом одна часть работ, как 

1[DIC]≈[HCO3]– + [CO3]2– + [CO2]0

правило, посвящена анализу изотопного состава 
углерода, а  другая –  анализу концентрации [DIC]. 
Одновременный анализ этих двух параметров об-
суждается в очень небольшом числе работ (Graber, 
Aharon, 1991; Atekwana, Krishnamurthy, 2004; Laskar 
et al., 2014; Olack et al., 2018), несмотря на то, что 
именно изотопно-концентрационная систематика 
DIC в морской воде является высоко информатив-
ной для изучения вод Мирового океана (Дубинина 
и др., 2020, Anderson et al., 2009). Развитие методов 
изотопного анализа, проводимого online в постоян-
ном потоке гелия (CF-IRMS), инициировало мето-
дический прогресс в изотопном анализе DIC начи-
ная с конца прошлого столетия (Prosser et al., 1991; 
Salata, 2000; St-Jean, 2003; Capasso et al., 2005; Torres 
et al., 2005; Yang, Jiang, 2012; Levitt, 2014), примерно 
в то же время или чуть позднее появляются методи-
ческие исследования одновременного определения 
концентрации и изотопного состава углерода DIC 
(Assayag, 2006; Waldron et al., 2014; Olack et al., 2018).
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Несмотря на простоту химической стадии (об-
работка водных проб ортофосфорной кислотой), 
метод изотопного анализа DIC несвободен от 
проблем, которые можно разделить на две груп-
пы: (1) стандартизация получаемых данных и  (2) 
обеспечение сохранности образца до и  во время 
проведения анализа. Первая группа проблем свя-
зана с  отсутствием аттестованных международ-
ных изотопно-концентрационных стандартов DIC 
(Cheng et al., 2019). Обычно при измерении вели-
чин δ13C(DIC) используют карбонатные стандарты 
с  известным изотопным составом углерода, атте-
стованные относительно стандарта NBS-19 (CaCO3, 
δ13C = 1.95 ‰; Torres, 2005; Gillikin 2007), либо сам 
стандарт NBS-19. Карбонатные стандарты, нахо-
дящиеся в  твердом состоянии, обрабатывают той 
же ортофосфорной кислотой, после чего анализи-
руется изотопный состав углерода в  выделенном 
газе СО2. Однако соблюдение правила IT (identical 
technology) требует, чтобы стандарт находился в том 
же химическом состоянии, что и образец, поэтому 
в некоторых работах были использованы специаль-
но приготовленные стандартные растворы (насы-
щенный раствор CaCO3, Assayag, 2006, р-р Na2CO3 
или NaHCO3, Gebbinck et al., 2014; Cheng et al., 2019; 
Olack et al., 2018) с  известным изотопным соста-
вом растворенного неорганического углерода. Что 
же касается измерения концентраций DIC (далее 
[DIC]), то здесь стандартизация может быть прове-
дена исключительно с применением набора раство-
ров разных концентраций с  точно установленным 
титром DIC, следовательно, применение насыщен-
ного раствора СаСО3 (Assayag, 2006; Gebbinck et al., 
2014; Olack et al., 2018) уже исключается. Основ-
ная сложность работы с  готовыми стандартными 
растворами DIC заключается в том, что они очень 
плохо хранятся. Каждое открытие контейнера со 
стандартом приводит, с  одной стороны, к  его за-
грязнению углекислым газом атмосферы, а  с  дру-
гой стороны –  частичной дегазации. И то и другое 
вызывает существенные искажения как [DIC], так 
и δ13C(DIC), поэтому распространение готовых ат-
тестованных растворов, например, бикарбоната на-
трия, или законсервированных образцов морской 
воды (Cheng et al., 2019) имеет мало смысла.

Вторая группа проблем состоит в отсутствии об-
щепринятого протокола отбора и хранения образ-
цов природных вод, предназначенных для анали-
за DIC. В основном, используют два кардинально 
разных подхода. Первый (здесь он назван “отбор 
в контейнер”) заключается в том, что образец воды 
помещают в  герметичный контейнер (пузырек, 
пробирку, виалу), куда заранее помещен токсин, 
предотвращающий биологическую активность. 
Контейнер полностью заполняется пробой и  хра-
нится до проведения анализа (как правило, не бо-

лее года). При проведении анализа из контейнера 
берется часть образца, которая обрабатывается 
кислотой, после чего в  выделенном из пробы СО2 
определяется изотопный состав углерода (Torres, 
2005; Assayag, 2006; Gillikin, Bouillon, 2007). Второй 
подход подразумевает обработку пробы кислотой 
непосредственно при ее отборе в экспедиционных 
условиях, для чего стеклянный контейнер с  не-
обходимым количеством ортофосфорной кисло-
ты предварительно заполняется инертным газом 
(Spotl, 2005; Gillikin, Bouillon, 2007; Alling, 2012; 
Waldron, 2014; Olack et al., 2018). Этот подход далее 
будет назван “отбор в виалу с кислотой”. Необхо-
димое количество пробы (обычно 1–2 мл) вводится 
в контейнер с кислотой шприцем, после чего сразу 
же начинается выделение СО2 из пробы в простран-
ство с инертным газом. Контейнер в таком состоя-
нии хранится до проведения анализа. Как в первом, 
так и во втором подходах токсин добавляется пред-
варительно либо в  пустой контейнер, либо в  кон-
тейнер с  кислотой. Оба подхода используют при 
изучении DIC в природных водах, однако специаль-
ного сравнения изотопных и  концентрационных 
данных в пробах, отобранных разным способом, не 
проводилось. В настоящей работе мы провели это 
исследование экспериментально. К этой же группе 
проблем стоит отнести изучение эффектов, связан-
ных с  биологической активностью в  отобранной 
пробе. В чистом виде проявление эффекта добавле-
ния токсина можно проверить при отборе проб “в 
контейнер”. В  публикациях не всегда отмечается, 
добавлялся или нет в пробу токсин, поэтому одной 
из задач настоящей работы было изучение масшта-
бов возможных изотопных сдвигов углерода и кон-
центрации DIC, связанных с отсутствием токсина.

Основной задачей работы является последова-
тельное описание методов стандартизации и  про-
ведения измерений изотопного состава углерода 
и концентрации DIC в морской воде. Эта часть ра-
боты основана на оригинальном опыте измерений 
около 4 000 проб морской воды, который позволил 
создать единый протокол отбора проб, проведения 
измерений и  стандартизации результатов. Перво-
начально за его основу был принят методический 
протокол Assayag et al. (2006), который впослед-
ствии был нами существенно модифицирован. 
Кроме описания полного алгоритма действий, мы 
предлагаем файл DIC_template_IGEM_RAS.xlsx 
для обработки измерений в  формате Excel (При-
ложение  1), содержащий полный алгоритм стан-
дартизации измерений, проведенных с  примене-
нием программного обеспечения Isodat (Thermo). 
Соблюдение предлагаемого протокола, по нашему 
мнению, обеспечит проведение высокоточного 
изотопно-концентрационного анализа DIC в при-
родных водах.
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МАТЕРИАЛЫ И ОБОРУДОВАНИЕ

Материал для экспериментальных исследований 
был собран во время 72 и 84 рейсов НИС “Акаде-
мик Мстислав Келдыш” в район Восточной Аркти-
ки и Северной Атлантики. Образцы морской воды 
отобраны вдоль вертикального профиля на стан-
циях 5944, 5955 в Восточно-Сибирском море (рейс 
АМК-72) и станции 7047 в Норвежском море (рейс 
АМК-84) при помощи гидрофизического CTD зон-
да и  батометров комплекса SBE32. Образцы мор-
ской воды со станций 5944 и 5955 были отобраны 
для эксперимента по изучению подходов к  отбору 
пробы (“в контейнер” и  “в виалы с  кислотой”). 
Образцы морской воды со станции 7047 были ото-
браны “в контейнер”, но при этом в параллельные 
пробы не добавляли токсин, в качестве которого мы 
применяли насыщенный раствор HgCl2. Оба рейса 
проходили в  августе –  сентябре 2021 г., анализ об-
разцов в лаборатории проведен в декабре 2021 г. –  
январе 2022 г.

Измерение изотопного состава углерода 
(δ13С(DIC) и  концентраций DIC было выполнено 
методом масс-спектрометрии в постоянном потоке 
гелия (CF-IRMS) на масс-спектрометре Delta V+ 
Thermo Finnigan Scientific, сопряженном с  пери-
ферийным устройством GasBench II и  автосэм-
плером PAL. Ознакомиться с  принципом работы 
GasBench II можно в  работах (Torres, 2005; Yang, 
2012; и других работах).

Отбор проб и проведение анализа

Подготовка тары и реактивов. В результате мно-
гочисленных тестов было показано, что для сбора 
образцов, предназначенных для анализа DIC, не-
обходима стеклянная тара с уплотнительными эле-
ментами, изготовленными из бутиловой резины 
(Nelson, 2000; Dickson et al., 2007; McNichol et al., 
2010). Мы использовали стандартные виалы объе-
мом 10 мл с навинчивающейся крышкой и септой 
из бутиловой резины (Labco Limited). Предвари-
тельно виалы тщательно отмываются от остатков 
органических веществ и  карбонатных солей. Во-
дорастворимые загрязнения удаляются трехкрат-
ным замачиванием виал в течение 1 часа в теплой 
(≈40°С) дистиллированной воде. Далее виалы обра-
батываются горячим (≈80°С) 5 %-ным водным рас-
твором H3PO4 в течение 30 минут, после чего виалы 
несколько раз промываются в  дистиллированной 
воде и высушиваются в течение часа при темпера-
туре 120оС под слоем фольги. Просушенные виалы 
остывают под фольгой до комнатной температуры, 
после чего их убирают на хранение в  герметично 
закрытый полипропиленовый контейнер. Каждая 
виала контролируется визуально на предмет отсут-
ствия разводов или пятен.

Непосредственно перед экспедиционными ра-
ботами в виалы добавляли токсин, поскольку дея-
тельность микроорганизмов, попадающих в  виалу 
вместе с образцом, может оказывать существенное 
влияние на величины δ13С(DIC) и [DIC] (Campeau, 
2017; Taipale, Sonninen, 2009; Argentino et al., 2023). 
В качестве токсина могут быть использованы хло-
риды разных металлов (Doctor et al., 2008), нами 
используется добавка 20µL насыщенного раствора 
HgCl2, приготовленного на декарбонизированной 
воде (Torres, 2005; Kroopnick, 1974; Gillikin, Bouillon, 
2007; Salata et al., 2000), после добавки токсина виа-
лы плотно закрывали крышкой с резиновой септой 
до момента отбора пробы.

Вода для приготовления калибровочных раство-
ров соды и  насыщенного раствора хлорида ртути 
(токсина) была лишена растворенного карбоната 
путем кипячения (≈4 часа) под щелочным затвором 
(≈30 % раствор КОН). Обычно кипячение воды про-
водили до уменьшения ее объема примерно вдвое.

Ортофосфорную кислоту, используемую для 
анализа, готовили из особо чистых (analytical grade) 
85 %-ной кислоты (Merk) и  реактива P2O5 (Merk), 
доведя содержание P2O5 до 105 ‰ (плотность кис-
лоты 1.92 г/см3). Перед использованием неболь-
шие порции готовой кислоты подвергали вакуу-
мированию (48 часов при поддержании давления  
1∙10–4 мбар), чтобы удалить возможные следы при-
месей газов и влаги.

Метод отбора проб. Мы используем отбор проб 
“в контейнер”, когда проба консервируется на 
борту судна до проведения анализа в лаборатории. 
При работе с розеттой отбор проб для анализа DIC 
производится как можно быстрее, непосредствен-
но после отбора проб на содержание растворен-
ного кислорода. Порцию воды из батометра про-
пускали через фильтр 0.22 µm (Millex®GV by Merk 
Millipore), надетый на шприц, и заполняли подго-
товленную виалу до небольшого положительно-
го мениска. Виалу уплотняли винтовой крышкой 
с  септой из бутиловой резины, место соединения 
крышки и стекла плотно фиксировали при помощи 
пленки (Parafilm®). Упакованные образцы храни-
лись в холодильнике до проведения анализа.

При проверке способа отбора проб часть образ-
цов была отобрана “в виалу с  кислотой” (Alling et 
al., 2012; Olack et al., 2018). В предварительно очи-
щенную и высушенную виалу помещали 20 µL на-
сыщенного раствора HgCl2 и  5 капель безводной 
H3PO4 (примерно 0.05 мл). Совмещение этих двух 
веществ в  объеме виалы может привести к  проте-
канию реакции с формированием белого плотного 
осадка фосфата ртути:

3HgCl2 + 2H3PO4 ⇆ Hg3(PO4)2 + 6HCl.
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Однако эта реакция обратима и выпадение осад-
ка не мешает дальнейшим операциям. После до-
бавления раствора HgCl2 и  кислоты виалу плотно 
закрывали навинчивающейся крышкой с  резино-
вой септой и продували He (марка 6.0) при помо-
щи специальной иглы (Thermo, Германия) авто-
семплера PAL в течение 5 минут. Во время отбора 
проб в такие виалы вводили пробу (1 см3) при по-
мощи инсулинового шприца, через фильтр 0.22 µm 
(Millex®GV by Merk Millipore), контролируя отсут-
ствие в  шприце с  пробой пузырьков воздуха. Не-
посредственно после введения пробы в  виале на-
чинается процесс выделения СО2 в  пространство, 
заполненное гелием. Место прокола септы плотно 
фиксировали при помощи пленки (Parafilm®), а об-
разец взбалтывали до полного растворения осад-
ка фосфата ртути. Упакованные образцы хранили 
в холодильнике до проведения анализа.

Подготовка проб к  измерениям в  лаборатории. 
В  сухие и  чистые виалы помещали по 5 капель  
(≈ 0.05 мл) подготовленной ортофосфорной кисло-
ты, после чего виалы плотно закрывали винтовой 
крышкой с  резиновой септой и  продували гели-
ем (марка 6.0) при потоке 180 мл/мин в  течение 5 
минут. Из виалы с образцом отбирали 1 мл пробы 
с  помощью одноразового инсулинового шприца 
под потоком аргона, который вводился в виалу че-
рез дополнительную иглу. При отборе под потоком 
аргона остаток образца не контаминирован воз-
духом и  пригоден для повторного исследования. 
Принципиальный вид установки для отбора пробы 
под током аргона можно найти в работе Assayag et 
al. (2006). При отборе контролируется постоянство 
объема пробы (1 мл), т. к. это влияет на точность 
определения концентрации DIC в  пробе. Парал-
лельно с образцами морской воды таким же обра-
зом (под потоком аргона) отбирали пробы из виал, 
заполненных калибровочными растворами соды 
с  известной концентрацией DIC. При контакте 
пробы с кислотой происходят химические реакции 
разложения бикарбонат- и карбонат- ионов с выде-
лением углекислого газа:

(НСО3)– + Н+ → СО2 + Н2О,

(СО3)2– +2 Н+ → СО2 + Н2О.

Пробы выдерживались в  термостате при 32°С 
в  течение 48 часов. По результатам эксперимен-
тальных калибровок, эти параметры позволяют 
максимально полно извлечь СО2 из образцов, из-
бегая изотопного фракционирования между СО2 
и  небольшой порцией DIC, остающегося в  рас-
творе. Вместе с  образцами в  термостат помещали 
все стандарты –  калибровочные растворы и  сухие 
карбонатные стандарты, находящиеся в  продутых 
гелием виалах с добавленной ортофосфорной кис-

лотой (0.05 мл). Каждая измерительная серия вклю-
чала в себя 16 стандартов (навески NBS-18, NBS-19, 
ATC-1, сухой соды и  калибровочные растворы) 
и 24 анализируемых образца, т. е. в общей сложно-
сти серия рассчитана на 40 измеряемых позиций. 
По окончании реакции все 40 виал переносили из 
термостата в держатель автосэмплера, нагретого до 
32°С, и  начинали масс-спектрометрические изме-
рения.

При анализе экспериментальных проб, ото-
бранных “в виалу с кислотой” были соблюдены ус-
ловия идентичности манипуляций (IT): перед ана-
лизом эти образцы в сопровождении точно такого 
же набора стандартов выдерживались в термостате 
48 часов при 32°С.

Стандарты. В  каждой измерительной серии мы 
используем три вида стандартов, выполняющих 
разную функцию. Для калибровки измеренных 
величин δ13C относительно международного стан-
дарта V-PDB использовался метод трехточечной 
калибровки, для чего применялся анализ двух меж-
дународных стандартов NBS-18 (кальцит, δ13CV-PDB  = 
= –5.014 ‰), NBS-19 (известняк, δ13CVP-DB  = +1.95 ‰) 
и  одного аттестованного лабораторного стандар-
та ATC-1 (криогенный кальцит, δ13CVPDB = –9.3 ‰). 
Свежеприготовленные растворы NaHCO3 в  диа-
пазоне концентраций от 1000 до 3000µМ с  шагом 
500 µМ применялись для измерения концентраций 
DIC по площади хроматографического пика. Из-
мерения величины δ13С сухого реактива NaHCO3 
(MERK), из которого готовились калибровочные 
растворы, необходимы для контроля полноты из-
влечения DIC из пробы и оценки изотопного рав-
новесия углерода между газообразной CO2 и порци-
ей DIC, которая осталась в растворе в соответствии 
с установившимся равновесием.

Стандартизация измерений и  контроль правиль-
ности анализа изотопного состава и  концентрации 
DIC. В отсутствие единой системы стандартизации 
измерений изотопного состава углерода DIC об-
щепринятым является анализ обычных карбонат-
ных стандартов вместе с образцами. Однако такой 
подход противоречит принципу идентичности хи-
мических манипуляций (IT) и может лишь отчасти 
считаться корректным. С  одной стороны, карбо-
натные стандарты могут и должны использоваться 
для выражения результатов измерений в междуна-
родной шкале VPDB, но с другой стороны, они не 
обеспечивают контроля правильности анализа DIC 
в целом. Для устранения данного противоречия мы 
предлагаем использовать дополнительный стан-
дарт –  бикарбонат натрия, который анализируется 
как в сухом виде, так и в виде растворов. Для успеш-
ной стандартизации, не только анализа изотопного 
состава, но и концентрации DIC в природных рас-
творах, необходимо приготовить серию растворов 
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NaHCO3 на бескарбонатной воде непосредственно 
перед проведением анализа. Диапазон концентра-
ций растворов должен охватывать диапазон ожида-
емых концентраций DIC. Как правило, готовится 
не менее 4-х растворов, чтобы пользоваться стати-
стически достоверной зависимостью площади вы-
бранного пика от концентрации раствора. Следуя 
принципу IT, сразу после приготовления растворов 
их разливают “под крышку” в такие же виалы, что 
и образцы, виалы герметизируются так же, как об-
разцы DIC, и  также хранятся в  холодильнике, но 
не более 2–3-х недель. Отбор порции стандартно-
го раствора для анализа также проводится в потоке 
аргона, как и отбор порций образцов. Опыт пока-
зывает, что из одной виалы может быть отобрано 
не более 4–5 порций раствора без потери точности 
определения величин δ13С и  концентраций DIC. 
После этого используется новая виала с раствором.

Для оценки содержания DIC оценивается пло-
щадь одного из хроматографических пиков образца. 
В качестве опорного может быть выбран любой пик 
хроматограммы, в нашем случае использовался 8-й 
пик, который соответствовал пятому импульсу газа 
образца в измерительном методе. В расчетах фигу-
рирует общая площадь пика (Area All в  программ-
ном обеспечении Isodat 3.0). Калибровка соответ-
ствия площадей пиков определенному количеству 
СО2 в  анализируемом газе проводится по резуль-
татам анализа четырех калибровочных растворов 
с  известной концентрацией NaHCO3. Использова-
ние 4-х растворов позволяет контролировать их со-
стояние, поскольку при частичной потере СО2 или 
контаминации растворов у  калибровочной линии 
ухудшаются статистические параметры. Объем по-
мещаемых в виалу растворов и образцов выдержи-

вается строго одинаковым, как и объем добавляемой 
кислоты. Вид калибровочной линии, получаемой 
в каждой измерительной серии, приведен на рис. 1а.

Алгоритм обработки результатов подразумевает 
построение еще одной калибровочной линии –  по 
“сухим” карбонатным стандартам –  для калибров-
ки измеряемых величин δ13С в  международную 
шкалу VPDB. Для этого в измерительной серии раз-
мещаются по одному или несколько раз (в  нашем 
случае дважды) карбонатные стандарты (в  нашем 
случае –  NBS-19, NBS-18 и  внутренний стандарт 
АТС-1). Калибровочная линия строится по резуль-
татам измерения трех стандартов (трехточечная ка-
либровка, рис. 1б).

Последний этап стандартизации –  проверка 
полноты выхода измеряемого газа и отсутствия ки-
нетического фракционирования между (СО2) g, вы-
делившемся из образца, и (СО2) aq, растворенным 
в  оставшейся пробе. При недостаточном времени 
экстракции (СО2) g может выделиться неполностью 
или не прийти в равновесие с небольшой порцией 
(CO2) aq. Фракционирование между (СО2) g и (CO2) 
aq зависит от ионной силы раствора, и эта величи-
на для растворов фосфорной кислоты не является 
хорошо известной (Vogel et al., 1970; Mook et al., 
1974). Однако применение постоянных соотноше-
ний объемов пробы, кислоты и постоянных пара-
метров проведения реакции (Т, длительность) для 
образцов и растворов соды с известным изотопным 
составом углерода позволяет отказаться от вве-
дения поправки на данный эффект (Assayag et al., 
2006). Авторы показали, что при использовании 
виал, объем которых обеспечивает высокое соот-
ношение объема, заполненного газом, к  объему, 

Рис. 1. Калибровочные линии для определения концентрации и изотопного состава DIC: (а) зависимость площади 
опорного пика S (Vs – вольт*секунд) от концентрации калибровочного раствора NaHCO3; (б) трехточечная кали-
бровка величин δ13С по карбонатным стандартам.  Параметры калибровочных уравнений используются для расчета 
концентрации DIC и величин δ13С(DIC) в образцах, проанализированных в той же измерительной серии. 

0.4598
R2
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занятому жидкой пробой (например, при объеме 
пробы 1 мл, помещенной в  виалу объемом более 
10 мл), равенство δ13С(СО2) g ≈ δ13C(DIC) выполня-
ется в пределах точности изотопного анализа. При 
соблюдении этого условия индикатором полноты 
протекания реакции и  установления изотопного 
равновесия между (СО2) g и  (CO2) aq будет равен-
ство величин δ13С, определенных для сухой наве-
ски NaHCO3 и δ13C(DIC) калибровочных растворов 
в пределах точности изотопного анализа углерода. 
В  нашем случае, если при анализе измерительной 
серии расхождение превышало величину 2σ от ана-
литической погрешности, вся серия повторялась 
после кондиционирования системы GasBenchII 
и масс-спектрометра.

В  результате выполнения всех указанных кали-
бровок для серии образцов можно получить резуль-
таты, отвечающие современному уровню высоко-
точного анализа DIC, как в отношении изотопного 
состава углерода, так и  в  отношении его концен-
траций. В совокупности с применением описанных 
подходов к отбору исследуемого материала и его хра-
нению величины δ13С(DIC) могут быть определены 
с точностью ±0.05 ‰ и лучше, а величины [DIC] –  
с относительной погрешностью 4.5 % и менее.

Экспериментальная проверка методов  
отбора проб для анализа DIC

Отбор проб “в контейнер” и “в виалу с кислотой”. 
В таблице 1 приведены данные об изотопном соста-
ве и концентрации растворенного неорганического 
углерода, полученные для образцов морских вод, 
отобранных “в контейнер” и “в виалу с кислотой”. 
На обеих изученных станциях (5944 и  5955) в  об-
разцах морской воды, отобранных “в контейнер”, 
характерны более высокие значения величины 

δ13С(DIC), чем в  образцах, отобранных “в виалу 
с кислотой”. Эти величины согласуются с диапазо-
ном, установленным для арктического региона (Ду-
бинина и др., 2020; Bauch et al., 2004).

В среднем разница между величинами δ13С(DIC) 
для двух групп образцов, отобранных разными спо-
собами, составляет ≈0.5 ‰, что превышает точность 
изотопного анализа углерода DIC в 10 раз (рис. 2). 
Образцы этих групп отличаются и по содержанию 
DIC –  для проб, отобранных “в контейнер”, харак-
терны более низкие значения [DIC], близкие к уста-
новленным для этого региона ранее (2200 µmole/l, 
Anderson et al., 1998). Для образцов, отобранных “в 
виалу с кислотой”, характерны концентрации DIC, 
почти вдвое превышающие 2200 µmole/l (рис. 3).

Причина таких существенных различий в  изо-
топном составе и концентрации DIC очевидна –  это 
контаминация углекислым газом атмосферы. Со-
гласно литературным данным, величина δ13С(CO2) 
в атмосфере составляет около –  9 ‰ (Keeling et al., 
1979; Xu et al., 2017), что приводит к сдвигу наблю-
даемых величин δ13С(DIC) в сторону более низких 
значений в  образцах, отобранных “в виалу с  кис-
лотой”. Поступление воздуха в  образцы могло 
произойти через отверстия в септах, через которые 
вводился образец. После отбора пробы до момента 
проведения анализа проходит несколько месяцев, 
что, по-видимому, достаточно для заметной конта-
минации проб.

Для образцов, отобранных в “контейнер”, этот 
эффект отсутствует, т. к. крышки виал при отбо-
ре проб не прокалываются. О присутствии допол-
нительного СО2 в  образцах, отобранных “в виалу 
с кислотой”, свидетельствуют и нереально высокие 
концентрации DIC (рис. 3).

Рис. 2. Величины δ13С(DIC) в образцах морской воды, отобранной на станциях 5955 (а) и 5944 (б): 1 – отбор “в кон-
тейнер”, 2 – отбор “в виалу с кислотой”. Пояснения в тексте. 
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Таблица 1. Изотопный состав и концентрация растворенного неорганического углерода в параллельных пробах, отобранных 
разными способами (72-й рейс НИС “Мстислав Келдыш”, станции 5955 и 5944)

Станция Горизонт

Пробы, отобранные 
“в виалу с кислотой”

Пробы, отобранные  
“в контейнер”

δ13C(DIC), ‰ [DIC], µmole/l δ13C(DIC), ‰ [DIC], µmole/l

5955 0 0.67 4088 1.05 2116

5955 50 0.62 4316 0.98 2195

5955 150 0.44 4378 0.86 2221

5955 200 –0.81 4912 0.81 2249

5955 500 0.42 4376 0.73 2204

5955 800 0.29 4389 0.63 2280

5955 1200 0.55 4259 0.94 2253

5955 1500 0.81 4226 1.18 2178

5955 1800 0.77 4206 1.24 2199

5955 2076 1.03 4227 1.35 2201

5944 0 0.33 4396 1.16 2009

5944 10 0.66 3794 1.04 1909

5944 30 0.42 4230 0.97 2118

5944 50 0.39 4284 0.82 2320

5944 75 0.24 4280 0.58 2148

5944 100 0.26 4319 0.74 2195

5944 120 0.24 4335 0.78 2244

5944 150 0.19 4298 0.81 2236

5944 180 0.29 4345 0.75 2184

5944 205 0.63 3841 0.68 2204

Образец, взятый на глубине 200  м со станции 
5955, показывает аномально высокую степень кон-
таминации. По-видимому, септа у  виалы с  этим 
образцом была повреждена сильнее, чем у других. 
Более высокая, чем в других образцах, концентра-
ция DIC сопровождается значительно более низкой 
величиной δ13С(DIC), полученной для этой пробы. 
По результатам этого эксперимента можно одно-
значно заключить, что метод отбора пробы “в виалу 
с  кислотой” дает ошибочные результаты –  вели-
чины δ13С(DIC) оказываются заниженными (если 
речь идет о морской воде), а величины [DIC] –  за-
вышенными в  результате контаминации пробы 
углекислым газом атмосферы.

Безусловно, степень контаминации проб должна 
зависеть от времени их хранения. В нашем случае 
оно составило около 4-х месяцев. При тестирова-
нии метода отбора “в виалу с кислотой”, сопрово-
ждавшемся хранением проб около полугода (Olack 

et al., 2018), утверждалось, что при введении кор-
ректировок на бланк и использовании стандартов, 
отбираемых параллельно с образцами, можно полу-
чать данные с  погрешностью не хуже ±0.1 ‰. Од-
нако наши данные показывают отсутствие строгих 
закономерностей в изотопном сдвиге углерода DIC 
при отборе “в виалу с кислотой”, что ставит под со-
мнение возможность введения каких-либо коррек-
тировок и поправок на стандарт (рис. 3).

Проверка необходимости добавления токсина. Це-
лью этого эксперимента являлась проверка необ-
ходимости добавления токсинов при отборе проб 
для анализа изотопного состава и  концентрации 
DIC. Эта проблема возникает, когда в  полевых 
условиях нет возможности работать с  токсинами 
и  обсуждается вопрос об их опасности и  влиянии 
на окружающую среду. Кроме того, утверждается, 
что применение хлорида ртути к фиксации образ-
цов вод метановых сипов, содержащих метан и рас-
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Рис. 3. Концентрации DIC в образцах морской воды, отобранной на станциях 5955 (а) и 5944 (б) (рейс АИ-58):  
1 – отбор “в контейнер”, 2 – отбор “в виалу с кислотой”.

Таблица 2. Изотопный состав и концентрация растворенного неорганического углерода в параллельных 
пробах, отобранных с добавлением и без добавления токсина (84-й рейс НИС “Академик Мстислав 
Келдыш”, станция 7047)

Глубина, м
С добавлением токсина Без добавления токсина

δ13C(DIC), ‰ [DIC], µmole/l δ13C(DIC), ‰ [DIC], µmole/l

20 1.12 2142 0.51 2296

400 0.69 2191 –0.25 2363

1750 1.09 2276 0.36 2258

1900 1.09 2178 0.04 2326

2053 1.07 2277 0.09 2292

творенный сероводород, может влиять на результа-
ты изотопного и концентрационного анализа DIC 
(Argentino et al., 2023). Ответы на вопросы, насколь-
ко данный эффект может быть проявлен для обыч-
ных морских вод и насколько критичным является 
применение или неприменение токсинов, являют-
ся очень актуальными для геохимических и океано-
графических исследований.

Для проверки роли токсинов нами были ото-
браны параллельные пробы с  фиксацией биоло-
гической активности хлоридом ртути и  без нее 
(таблица  2). Отбор всех проб проведен “в контей-
нер”, что исключает контаминацию проб углекис-
лотой атмосферы.

Пробы отобраны на станции 7077 в  ходе 84-го 
рейса НИС “Академик Мстислав Келдыш” в  рай-
оне Норвежского моря (73.323 СШ, 10.657  ВД). 
Станция находится напротив выхода из Медвежин-
ского желоба в акваторию Атлантического океана, 
между континентальным склоном Баренцева моря 
и  Срединно-Атлантическим хребтом. В  этом рай-

оне биопродуктивность верхних горизонтов вод 
является высокой, на всех глубинах воды активно 
вентилируются, т. е. в них достаточно растворенно-
го кислорода и  отсутствует сероводород. Образцы 
с  фиксацией хлоридом ртути были ритмично ото-
браны в интервале глубин от 1 до 2053 м (24 пробы), 
к пяти из них были отобраны параллельные пробы 
без фиксации хлоридом ртути (на глубинах 20, 400, 
1750, 1900 и 2053 м). Образцы одинаково хранились 
и анализировались в единой измерительной серии.

Результаты измерений показывают, что фикса-
ция биологической активности проб является стро-
го обязательной. В образцах без добавления токсина 
величины δ13С(DIC) варьируют от –0.25 до 0.51 ‰, 
в  то время как на тех же глубинах параллельные 
пробы с  фиксацией токсином показывают более 
высокие величины δ13С(DIC) (рис.  4). Пробы без 
фиксации токсином принадлежат к  разным био-
геохимическим зонам (их  примерное положение 
показано пунктиром на рис. 4). На горизонте 20 м 
биологическая активность является высокой. Здесь 
преобладают процессы первичной продукции, за 
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Рис. 4. Изотопный состав растворенного неоргани-
ческого углерода в образцах, отобранных на ст. 7047 
(рейс АМК 84): 1 – отбор с добавлением токсина,  
2 – отбор без токсина.

счет чего углерод DIC обогащается изотопом13С. На 
глубине 400 м на данной станции наблюдается так 
называемый “кислородный минимум”, где проис-
ходит массовое окисление органического вещества, 
что сопровождается появлением минимума вели-
чин δ13С(DIC). На глубинах 1500 м и ниже величи-
ны δ13С(DIC) являются стабильными, имеющими 
характерные значения для глубинных вод Север-
ной Атлантики, движущихся в данной точке океана 
с юга на север.

Изотопные параметры всех образцов вод, ото-
бранных без добавления токсина, показали не 
только более низкие величины δ13С(DIC), но и зна-
чительный их разброс, что видно по трем пробам 
с глубоких горизонтов. Поскольку фактор контами-
нации образцов углекислым газом атмосферы мо-
жет быть исключен, наиболее вероятной причиной 
наблюдаемого изотопного сдвига является процесс 
окисления органического вещества, медиатором 
которого являются микроорганизмы:

С(Н2О) + О2 → СО2 +Н2О.

Поскольку органическое вещество обедне-
но изотопом13С, его разложение будет приводить 
к  снижению величин δ13С(DIC) (Campeau, 2017; 
Taipale, 2009). Изотопный состав углерода органи-
ческого вещества морского происхождения харак-
теризуется низкими величинами δ13С, например, 
для фитопланктона Карского моря они состав-
ляют –29… –35 ‰ (Galimov et al., 2004). Если ис-
ходить из этих значений, окисление около 2–3 % 
органогенного углерода и  его вклад в  общий DIC 
может привести к наблюдаемым сдвигам величины 
δ13С(DIC). Если предположить, что величины δ13С 
органического вещества являются более высоки-
ми, например –20 ‰, то прибавка “органогенного” 
DIC не превысит 5 %, т. е. будет находиться в  пре-
делах точности анализа содержаний DIC методом 
калибровки площадей хроматографического пика.

Вероятно, по этой причине мы не увидели зако-
номерных сдвигов в концентрации DIC, как в пре-
дыдущем эксперименте (табл.  2). Интересно, что 
вне зависимости от глубины отбора (т. е. от биоге-
охимической зоны) изотопный сдвиг, вызванный 
микробиально-индуцированным окислением орга-
ники, примерно одинаков (около 1 ‰). Несколько 
меньше (0.6 ‰) он оказался в  верхнем горизонте 
(20 м), что, по-видимому, связано с меньшим коли-
чеством микроорганизмов, окисляющих органику, 
в зоне активной первичной продукции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Предлагаемые подходы к  проведению изотоп-
ного анализа углерода и  концентраций DIС не 
требуют использования каких-либо готовых стан-

дартов в виде водных растворов, как это предлага-
лось, например, в работе Cheng et al. (2019). Более 
того, использование готовых растворов соды мо-
жет привести к появлению ошибочных измерений, 
поскольку такие стандарты невозможно сохранить 
в принципе. В качестве стандарта достаточно при-
менять обычный реактив двууглекислого натрия, 
изотопный состав углерода в котором должен быть 
предварительно аттестован относительно междуна-
родных стандартов. Очень важно проводить изо-
топный анализ соды как в “сухом” состоянии, так 
и в виде растворов. Если не стоит задача определе-
ния концентраций DIC, можно отказаться от кали-
бровочной серии растворов, но для проверки пра-
вильности изотопного анализа DIC раствор, хотя 
бы одного концентрационного уровня, необходим. 
Совпадение величин δ13С, определенных для сухой 
навески NaHCO3 и δ13C(DIC) в калибровочном рас-
творе в пределах точности изотопного анализа угле-
рода является критерием правильности проведения 
всей измерительной серии.

Представленные результаты однозначно пока-
зывают, что следует отказаться от метода отбора 
проб “в виалу с кислотой”, поскольку контамина-
ция проб при таком отборе неизбежна. Кроме того, 
нельзя пренебрегать и добавлением токсинов, даже 
если работы проводятся с водами, в которых мало 
органики и микроорганизмов. Предлагаемый мето-
дический протокол охватывает все стадии изучения 
DIC в  природных растворах –  от подготовки тары 
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и реактивов до детального описания трехуровневой 
стандартизации результатов. Выполнение предло-
женных рекомендаций гарантирует получение на-
дежных высокоточных данных по концентрации 
и  изотопному составу растворенного неорганиче-
ского углерода в морской воде.
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Determination of the isotopic composition and concentration of dissolved inorganic carbon (DIC) in sea water 
requires not only high measurement accuracy, but also the development of unified approaches to data standard-
ization and material collection. In this work, we studied the effect of sampling methods (“in a container” and 
“in a vial with acid”, with and without the toxin) on the results of determining the values of δ13C(DIC) and the 
concentration of DIC in sea water. The analytical protocol was described in detail, based on many years of expe-
rience in the selection, measurement and standardization of data obtained for a large number of water samples of 
the Arctic seas. According to this protocol, the values of δ13C(DIC) and [DIC] can be determined with an error of 
less than 0.05 ‰ (1σ) and 4.5 rel.% respectively. It has been shown that sampling “in a vial with acid” with their 
storage for 4 months is accompanied by significant contamination by atmospheric carbon dioxide with an under-
estimation of δ13C(DIC) values by an average of 0.3–0.8 ‰ and an overestimation of [DIC] values by an average 
of two times. The absence of the toxin that stops biological activity does not lead to significant shifts in the DIC 
concentration, but it strongly affects the δ13C(DIC) values, which become underestimated by an average of 1 ‰. 
Using sampling “in a container”, with toxin addition, and following other recommendations, the samples retain 
the isotope and concentration parameters of DIC for at least year.
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