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Abstract

The accumulation processes of non-volatile organic acids were investigated in pure batch 

cultures of Chlorella vulgaris cultivated in the Chu medium and Microcystis aeruginosa cultivated 

in the Chu and MA medium, respectively. 

Glycolic and oxalic acids accumulated in the culture of Chlorella vulgaris. The former acid 

mainly accumulated in the logarithmic growth phase, while the latter acid accumulated in the 

decrease phase. 

The glycolic acid was the significant non-volatile organic acid in the culture of Microcystis 

aeruginosa, and accumulations of pyruvic, fumaric, oxalic and lactic acids were also determined 

at the end of experiment. However, these organic acids did not accumulated in the logarithmic 

growth phase of Microcystis aeruginosa cultivated in the MA medium with organic compounds.

Key words: Chlorella vulgaris, Microcystis aeruginosa, batch culture, non-volatile organic 

acids, dissolved organic carbon

1.緒 言

藻 類 がバ ク テ リア と同様 に環境 中 に有機物 を放 出 す

るで あ ろう と主 張 した の は約100年 前 のPutter(1908)

で あ る1)。その後,多 くの研 究者 の報 告 の 中で藻類 に よ

る細 胞 外 代 謝 産 物 は量 的 に も無 視 で きな い もの で あ

り,生 態 学上 重 要 な もので あ る とい う主張 が なされ て

い る2)。

この よ うに藻 類 に よって水 中 に放 出 され る有機 物 は

光 合 成 に よ り同化 され た もので あ るが,同 化 された炭

素 量 の うち放 出 され る炭 素量 の比 率 は,0～90%と 広

い範 囲 にわ たって い る こ とが報告 され て い る3)。また,

放 出 有 機 物 の 分 子 量 の評 価 に つ い て も,Magueら

(1980)やIturriaga(1981)は,代 謝産物 のほ とん どを

低 分 子 量 物 質 が 占 め る と報 告 し て お り4)・5),一方

ChrostとFaust(1983)は10,000(dalton)以 上 の物

質 が50%を 占め る と報告 している6)。

これ らの放 出 され る代 謝産物 は藻 類 の種類 ・環境条

件 ・藻類 の状 態 によ って非常 に異 な る し,健 康 な細胞

か ら細胞 膜 を浸 透 し放 出 され る場合 と自己分 解 によ り
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外界にそれぞれ放出される場合があり7)両者を区別し

て議論 しなければならない。しかし,多 くの場合,細

胞外代謝産物 とは両者を合せた意味で用いられている

ことが多い。
一・般に藻類の細胞外代謝産物には多糖類やタンパク

質のような高分子量物質とグルコース,ア ミノ酸およ

び有機酸のような低分子量物質があり8),藻類の活発

な増殖が観察される水域においては,こ れらの有機物

により他栄養性細菌の活性が助長され藻類と細菌の集

団を形成するものと考えられている。これは代謝有機

物の無機化の最初の段階を担うことになり,水 系にお

いて非常に重要な濾程 となる9)。

このように藻類から放出される代謝産物は共存微生

物の増殖やそれら微生物による分解によってもたらさ

れるCO、 により藻類自身の増殖を助長する可能性な

ど水域の生態系に影響を与える重要な因子の1つ であ

ると考えられる。

細胞外代謝産物のうち,グ リコール酸等の不揮発性

有機酸 に着目し,こ れら不揮発性有機酸 を定量,評 価

することは,藻 類の存在する水域での水質評価に役立

つものと考えられる。

藻類から放出される不揮発性有機酸には様々なもの

が報告されている。その例をいくつか挙げると,無 色

藻類であるProtot勉ca2⑫ ガtは,半 嫌気性状態でグル

コースの発酵 にともない相当量のL一 乳酸 を生成

し10),-Protot舵ca類はピルビン酸も放出すると報告さ

れ て い る11)。Ochromonasmalhamensisは 乳 酸 を 生 成

す る し12)'13),Chlarnidomonas各 種 は グ リ コー ル 酸,修

酸,ピ ル ビン酸 を放 出す る こ とも見 出 され てい る14)。

そ こで本研 究 で は,緑 藻 類 のC配or認aou知risと

藍 藻類 の π4icroのstisurugiuosaを 用 い てバ ッチ形 式

で無菌 的 に純粋 培養 を行 い増 殖期 あ るい は減 衰期 にお

いて,培 養 液 中 に蓄 積 され る不 揮:発性有 機酸 を定 量す

る と ともに,溶 存 有機 炭素 量(DOC),ゲ ル ク ロマ トグ

ラ フィー を用 いて,こ れ らの藻 類か らの細 胞 外代 謝不

揮発 性 有機 酸 につ い て検 討 を行 った。

2.実 験 方 法

2.1藻 類培 養方 法 お よび培養 条件

iF量g。1に藻 類 の培養 に用 いた実験 装 置 を示 した。 完

全 混合 培養 槽 は容量9.6lの ガ ラス製 の もの を用 い,ま

た,側 面 か ら白色 蛍光燈(4,0001ux)を 照 射 し,12/12

時 間 明暗培 養 を行 っ た。実験 に使 用 した装 置 は無菌 的

に培養 を行 うた め,あ らか じ め1210Cで30分 間蒸 気 滅

菌 され た後,実 験 まで 紫外線 照射 が可 能 な無菌 箱 の中

に 保 存 し た 。 ま た,培 養 温 度 を恒 温 槽 に よ っ てC.vul-

gar2sと 躍.aerugznosaの 至 適 温 度 の25℃ に 保 っ た 。

TabAe1に は有 機炭 素 を ほ とん ど含 まな いChu培 地 を

示 し,ま た,TaわAe2に は有 機炭 素 をDOCと して約210

mgC・l-1含 むMA培 地 を示 した。Cou忽arisの 培 養 に

おい て はChu培 地 を使 用 し,M.urugiuosaに 関 して

はChu培 地 お よびMA培 地 を使 用 した。

さ らに,槽 内の混 合 を保 障す るため に培 養液 を無菌

空 気 で ばっ気 した。 無菌 空気 は,濃 硫 酸 の中 に通 気 し

Fig. 1 Algal cultivation system

Table 1 Composition of Chu's medium
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たの ち,炭 酸 カル シ ウム のカ ラム を通過 させ,そ の後,

0.2,umの フィル ター(MillexjFG50)を 通 過 させ る こ

とに よ り得 た。

実 験 に使 用 し たc.vulgayis(227)お よ びM.aer-

uginosa(87)は 国立 環境研 究 所微生 物 系統保 存施 設 よ

り提 供 を受 け た。 また,こ れ らを無 菌 的 に植 え継 ぎ培

着 し,植 え継 ぎ培 養 後10日 経過 した もの を実 験 時 の植

種 とし た。 そ の 時 のC.vulgarisの 細 胞 数 は107ce11・

ml～1の オ ー ダーで あ り,M.aeruganosaの 場 合 クロ ロ

フィルa濃 度 は約102,ugｮ1-1で あ った。また,植 種 量 は

これ らの培 養 液 の10mlで あ り,培 養 槽上 部 よ りシ リ

ンジで植種 した。

2.2測 定項 目お よび方 法

(1)測 定 試料:培 養 槽 よ り採取 した試料 をガ ラス繊

維濾 紙GS-25(東 洋 濾紙)に よって濾 過 した。 濾紙 は

ク ロロ フ ィルaお よび フ ェオ 色素 の測定 に使 用 した。

次 に濾 液 の不 揮 発 性 有 機 酸 濃 度,ゲ ル ク ロマ トグ ラ

フ ィーお よびDOCを 測定 した。

(2)藻 類量:藻 類 量 として はアセ トン抽 出法 によ る

クロ ロフ ィルaを 用 いた。藻類 の死 細胞 の指標 として

はLorenzenの 方 法 を 用 い て フェオ 色 素 を 測 定 し

た15)。同時 にCou忽arisの 場 合 に は トー マ の血 球計 数

…盤 を用 い て光学 顕微 鏡 に よ る細胞 数計 測 も行 った。

(3)不 揮 発性 有機 酸1不 揮 発性 有機 酸 はエ ステ ル化

手 法16)を用 いて ガス ク ロマ トグ ラフ ィーで定 量 す る方

法 を 用 い た。 まず,濾 過 した 培 養 液0.5lを1/10(N)

NaOHに よ り中和 滴定 し,共 せ ん付 き試験管 に移す 。

これ を ロー タ リー エバ ボ レー ター を 用 い て45℃ で減

圧乾 固 し,次 に この乾 固 した白色粉 末 にブタ ノール2

ml,無 水 硫酸 ナ トリウム約2g,濃 硫酸 を0.2ml加 え,

冷 却 管 を付 し30分 間 穏 や か に沸 騰 させ エ ス テ ル化 す

る。充 分冷 却後,5mlのn一 ヘキ サ ンで冷却 管 を洗浄

し蒸 留水5mlを 加 え よ く混合 して,生 成 したエ ス テ

ル をn一ヘ キサ ン5mlで 抽 出す る。 さ らに3回 ず つn

一ヘ キサ ン5rnlで 抽 出 し全 量 を20mlと し
,少 量 の無

水 炭 酸 ナ トリウム を加 え濾過 す る。これ にn一 ドデカ ン

を内標 準 として加 え,ガ ス ク ロ に5μl注 入 す る。 ま

た,TabAe3に ガ ス クロ の測 定条 件 を示 した。

wFig.2に 本 研究 で定 量 した各 不揮 発性 有機 酸 の ガ ス

ク ロマ トグ ラム の例 を示 した。 これ よ り,そ れ ぞれ の

ピー ク温 度 お よび保 持 時 間 を求 め る と ピル ビ ン酸 は

117.5℃,11.3min,乳 酸 は121.5℃,12.3min,グ リコー

ル 酸 は125.0。C,13.Omin,シ ュウ酸 は175.0℃,23.O

min,フ マ ール酸 は193.5℃,27.Ominで あ った。Tah亙e

4に 各不 揮発 性有 機酸 の ピー ク面積 と内標 準 の ピー ク

面積 の比 で作 成 した検 量線 を示 した。 これ を用 い て培

養液 の各 不揮 発性 有機 酸 の定量 を行 った。

(4)ゲ ル濾 過:ゲ ル カラム は内径25mm,高 さ90cm

で,ゲ ル の分 画可 能分 子量 が0～1,500のSephadexG

-15を 使 用 した
。展 開流 量 は60ml・hr1で1fractionを

10mlと し50fraction分 画 を行 い,そ れ ぞれ の 濾液 の

吸光 度 を測定 しゲル ク ロマ トグ ラム を描 い た。吸光 度

は,260nm(E26。)お よび220nm(E22。)を 測 定 した。

Table 2 Composition of MA medium
Table 3 Condition of gas chromatograph

Table 4 Caliblation curves of 1-butyl esters of non 
-volatile organic acids

Y
Non-volatile organic acid area

Internal standard area

X : Non-volatile organic acid conc. (mg® l-1)
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E26。は無 機 成分 の妨 害 を ほ とん ど受 ける こ とな く不飽

和結合 を有 す る有 機物 を低 濃度 領域 で測 定 で き,ま た,

E22oは 不 飽和 結 合 を有 す る有 機物 の他 に硝酸,亜 硝 酸,

炭酸 な どの微 生物 の代 謝 に関与 す る無機 物 の指標 とし

て用 い られ てい る17)。本 研究 で対 象 とす る藻類 の培養

液 中の不 揮発 性有 機酸 の挙 動 を評価 す る場合 に は,ゲ

ル のタ イ プ として,低 分子 量 を良 く分画 し得 る ものが

良 い と考 え られ る。 したが って,SephadexG-15を 用

い て分 画 す るこ とに した。

また,溶 出容量 と溶 質 の分子 量 との関係 を示 す経験

式 も多 くの研 究者 に よって報告 されて い るが,本 研究

で はゲ ル分 画 の 有効 性 をGranathら の式 を用 い て検

討 を行 っ た18)。ただ し,溶 質 として は,シ ュウ酸(M.

W90),グ ル コー ス(M.W.180),NNjビ ス(2ヒ ド

ロキ シエチ ル)グ リシン(M.W.163),エ チ レ ンジア

ミン四酢 酸ニ ナ トリウ ム(M。W372)を 用 い た。:F量g。

3に これ らの溶質 の溶 出容 量 と溶 質 の分 子量 との関係

を示 した。 この 図 よ り,良 い直線 性が 得 られGranath

らの式 に あて はめ る と次 の よ うにな る。

Ue/Vt=一 〇.4310gM-1-1.65

こ こで,%は 溶 出容 積,y}は ベ ッ ド溶積,冴 は溶質

の分子 量 で あ る。 これ よ り,本 実験 にお けるゲ ル分画

の有効 性 が確 か め られ た。

(5)溶 解性 有機 炭 素量(DOC):DOCは ゲル分 画 し

たfractionご とに全有 機体 炭素 計TｮC-500(島 津製)

に よって測 定 した。

3.実 験結 果 お よび考察

3.1Chlorellavcalgaris

3.1.1Chlorell∂vulgarisの 増殖 過程

1。4にC.vulgayisの 増殖 曲線 お よび フェオ色 素,

培 養 液 中 のDOC濃 度 をそれ ぞれ 示 した。c.vulgayis

は,培 養 開始後 約5日 間 の遅滞 期 を経 た後約11日 目 ま

Fig. 2 Typical gas chromatogram for 1-butyl esters 

of non-volatile acids

Fig. 3 Relationships between molecular weight and 
Ve/Vt

Fig. 4 Growth curves of Chlorella vulgaris and accu-

mulation of DOC
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で対 数 的 に増殖 した。 この時 の比 増殖 速 度 は,ク ロロ

フ ィルa換 算 で0.29d-1で あ り,細 胞 数換 算 で0.31d-1

で あ った。そ して,約15×103μg・lj1で クロ ロフ ィルa

の増 加 は停 止 し,そ の後 ク ロロ フィルaの 含有 量 は減

少 し,培 養 終 了時 に は約0.81×103μg・l-1と なっ た。し

か し,こ の時細胞 数 の減 少 はなか った。 これ は細胞 数

の測 定 を光学 顕微 鏡 で行 ったので死 細胞 を生細 胞 と同

様 に計数 した ため と考 え られ る。 フェオ色 素 を見 る と

増 殖 期 に はほ とん ど検 出 され なか っ た ものが実 験終 了

時 に は0。2×103、μg・l-1とな り,ク ロ ロ フ ィルaの 約

25%を 占 めた。 この よ うにク ロロ フ ィルaが 低 下す る

間 に はC.vulgayisの 死 滅 濾 程 が進 ん で い る も の と考

え られ る。

以 上か ら,C.vulgarisの 培 養 開始 か ら5日 目 まで を

遅 滞期,5～12日 目 まで を対 数増 殖期,そ れ以 降 を減

衰 期 として考察 を進 め る ことにす る。

培 養液 中 のDOC濃 度 は,経 濾 日数 に従 って増 加 し

培 養終 了時 に は約13.lmg-Cｮ1-1に な っ た。す なわ ち,

C.vulgarisに よ る培 養 液 中へ の代 謝有 機 物 の蓄 積 が

起 こって い る こ とを示 して い る。

3.12Chlore〃 ∂vulugaris培 養 液 中の不 揮発 性有 機

酸

:Fig5に 本 研 究 で 得 られ たC.vulgarisの23日 目の

培 養 液 のガ ス クロマ トグラム の一例 を示 したが,ピ ル

ビン酸,グ リコール 酸,シ ュウ酸 お よび フマー ル酸 が

検 出 され て い る。 また,物 質 を特定 で きない ピー ク も

見 られ るが,こ こで は特定 で きた上 記 の不揮 発性 有機

酸 に乳 酸 を加 えた5種 類 にっ い て考 察 を行 う こ と と

し,こ れらの有機酸の総量を総不揮発性有機酸量 とみ

なすことにする。

DFig。6にC.ou知risの 各培養日数での不掃発性有

機酸の定量結果 とそれぞれの不揮発性有機酸が総不揮

発性有機酸量に占める割合を示した。

Cou忽orisは 増殖および減衰期を通じて不揮発性

有機酸を培養液中に対数的に蓄積していることがわか

る。また,Cou知risの 対数増殖期には光合成におい

て生成される初期の生成物として報告されているグリ

コール酸の蓄積が総不揮発性有機酸の87.5%と 高い割

合 となり,減 衰期前半において も70%以 上の割合 と

なった。一方,減 衰期前半から後半にかけて培養液中

でのシュウ酸の蓄積が顕著になり,培 養終了時には

シュウ酸の割合がグリコール酸 とほぼ同じになった。

また,代 謝経路の分岐点に位置するといわれるピル

ビン酸や好気的代謝においてクエン酸回路の重要な要

素であるフマール酸 も若干培養液中に蓄積されている

ことがわかった。

3.13Chlore〃 ∂vulg.∂ris培養i液の ゲル分 画

:Fig。7に,C.vulgayisの 対 数増 殖期 お よび減 衰期 に

お ける培養 液 のゲル クロマ トグラム を示 した。 蓄積 有

機 物 の成分 は3つ の大 きな画 群 に分 画 され る こ とが わ

か る。 そ して,そ れ ぞれ の ピー ク を画 群1,II,IIIと

して以 降 の考 察 を進 め る こ ととした。

C.vulgayisの ゲル ク ロマ トグ ラ ム で求 め られ た各

Fig.   Gas chromatogram of the pure culture for 

  Chlorella vulgaris after 23days from the begin-

  ning of experiment

  'g
. 6 Accumulation of non-volatile organic acid in 

the pure culture for Chlorella vulgaris
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画群 の ピー ク まで の 乾 の値 はそれ ぞ れ画群1で は約

200ml,画 群IIで は約280ml,画 群IIIで は約350mlと な

り,:F量g。3で得 られ た 回帰 直線 によ り画群1で は602,

画群IIで は228,画 群IIIで は97前 後 の分子 量 の物質 が溶

出 して い る ことが考 え られ る。

本研 究 にお け る不 揮発 性 有機 酸 の分 子 量 が76～116

の範 囲 にあ る こ とを考 え る と,5種 類 の不揮 発性 有機

酸 はFraction(No.)で33～37(Fraction)'に 溶 出す る

こ とに な る。

この ことに よ り,こ れ らの不 揮発 性有 機 酸 は画群III

に含 まれ,画 群IIIは不 揮 発性有 機酸 の蓄 積 の指標 にな

る もの と考 え られ る。

iFig。8に,各 経濾 日数 の培 養液 を分 画 して得 られ た

画群1,II,IIIに 含 まれ るDOCの 変 化 を示 した。

この 図 よ り,培 養 開始11日 目お よび13日 目の対 数 増

殖期 に培 養液 に蓄 積 され た代謝 有機 物 の各 画群 の割 合

はほぼ伺 じ,2.00～2.68mg-C・l-1の 範 囲 にあ った。そ

の後減 衰 期 に な る と画群1と 画 群IIIのDOCの 蓄 積 が

顕著 にな った。 画 群1のDOCの 増 加 は少 な くと も分

子量 の大 きい代謝 有機 物 が培 養液 中 に蓄積 す る こ とを

示 し,画 群IIIのDOCの 増 加 は減 衰;期にお け る不 揮 発

性有機酸 の蓄 積 を端 的 に示 して い る。

3.2ル9icrocystis∂ercaginos∂

3.2.1Microcystis∂eruginos∂ の 増 殖 過 程

1。9にM.aeyugznosaの 増 殖 曲 線 を 示 し た 。1.

9一()の 増 殖 曲 線 か ら,ク ロ ロ フ ィ ルaの 濃 度 はChu

培 地 使 用 の 実 験 で は 約10日 間 の 遅 滞 期 を経 た の ち に 増

加 し,:Fig.9一(b)のMA培 地 使 用 の 実 験 で は 約5日 間

の遅 滞 期 を経 た の ち に増 加 し た 。

そ れ ぞ れ の 遅 滞 期 を 経 た後,M.aeruginosaはChu

培 地 で は比 増 殖 速 度 が0.27d-1,MA培 地 で も0.26d-1

で対 数増殖 した。 これ らの比 増 殖速 度1まMj11培 地 を

用 い,培 養温 度25～35℃,照 度2,0001uxの 環境 下 での

実 験 に よ る比 増 殖 速 度19)の0.25d-1と ほぼ一 致 す る値

となっ てい る。

ク ロ ロ フ ィルaの 濃 度 は約3.5～4。0×102μg・l-1で

増 加 が停止 し,そ の後C.vulgayisの 場 合 と同様 に減 少

した。Fig。4に 示 した フェオ色 素 を見 る と培 養終 了時

に は約15×102μg・l-1で あ り,ク ロ ロ フィルaと ほ ぼ

同 じ量 を占 めた。この結果 よ りc.vulgaris以 上 に死 滅

濾 程 が 進 行 して い る こ とが 考 え られ る。 そ こでM.

aeruginosaの 増 殖 過 程 の場 合 もC.vulgarisと 同様 に

遅 滞期,対 数増 殖期,減 衰期 と区分 し考 察す るこ とに

した。

Chu培 地 の場 合 対 数 増 殖 期 初 期 か らDOCは 増 加

し,培 養終 了時 には33.lmg-Cｮ1-1と な った。これ は σ

vulgarisと 同様 に代 謝有 機物 の蓄 積 を示 してい る・

MA培 地 の場 合 のDOCの 変 化 を見 る とChu培 地

と異 な って培地 に約210mg-C・l-1の 有 機炭 素 が含 まれ

て い るので,初 期 の増殖 期 にお い て 〃.aeyuganosaに

よる有機 炭素 の利 用が顕 著 で あ る。増 殖 期後 期 に は,

DOCは5.Omg-C・l-1ま で減 少 し,培 地 の有 機 炭 素 が

」4.aeyuginosaの 増 殖 に よって ほ とん ど利 用 され て い

る ことを示 して い る。 したが って,減 衰 期 にお け る培

養液 のDOCの 増 加 はM.aeruginosaに よって放 出 さ

れ た有機物 の蓄 積 を示 してい る と考 え られ る。

3.2.2icrocystis∂eruginos∂ 培養 液 中 の不揮 発性

有機 酸

wFig。1oにChu培 地 を使 用 した場 合 の,各 培 養 日数

で の不揮 発性有 機 酸 の定量 結果 とそれ ぞれ の不揮 発性

Fig. 7 Gelchromatogram for Chlorella vulgaris in the 

growth and degrease phases

Fig. 8 Accumulation of DOC with cultivation time for 

Chlorella vulgaris
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有 機酸 が総 不 揮発性 有機 酸量 に占 める割合 を示 した。

この図 か ら,π.urugiuosaの 対 数増 殖 期 の初 期 に蓄

積 され る不 揮発 性有 機酸 はグ リコール 酸 で あ り,対 数

増 殖期 の後 期 に はフマ ール酸,乳 酸,ピ ル ビン酸 も培

養 液 中 に存 在 した。 しか し,対 数増 殖期 を通 じて,蓄

積 され る不 揮発 性有機 酸 はグ リコール酸 で あ る こ とが

明 らか にな った。

減 衰期 にお いて も主要 な不i揮発性 有機酸 はグ リコー

ル酸 で あ るが ピル ビ ン酸,乳 酸,シ ュウ酸,フ マ ール

酸 な ど も総不 揮発 性有 機酸 の ほぼ30%を 占 め た。

wFig。11にMA培 地 を使 用 した 場 合 の 結 果 を示 し

た。MA培 地 を用 い た場 合 に は対 数増 殖期 の初 期 にお

い て培養 液 中へ の不揮発 性有 機酸 の蓄 積 はま った く観

測 されず,Chuの 培 地 を用 いた場 合 とは異 な る結 果 と

な った。 また,対 数増殖 期 の最後 におい て も培 養液 中

の総不 揮発 性 有機 酸 は1.5mg・l-1で あ り,Chuの 培 地

で の対 数増 殖期 初期 の値 程度 で あっ た。す なわ ち,MA

培 地 の よ うに,培 地 中 に有機物 を多 量 に含 ん でい る場

合 は,対 数 増殖 期 に ほ とん ど不 揮発 性有 機酸 の蓄 積 は

起 こ らな い こ とが明 らか に なった。

しか し,実 験終 了 時 の不揮 発 性有 機 酸 の濃 度 は8.6

mg・l-1と な りChuの 培 地 を使 用 した場 合 の10.2mg・

l-1に ほぼ 匹敵 した。 この よ うにMA培 地 を用 い た場

合,培 養 液 中へ の不揮 発性有 機酸 の蓄 積 は主 に対 数増

Fig 9 Growth curves of Microcystis aeruginosa and accumulation of DOC 
a) culture in Chu's medium b) culture in MA medium

Fig. 10 Accumulation of non-volatile organic acid in 

the pure culture for Microcystis aeruginosa 

cultivated in Chu's medium
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殖期 で はな く,減衰 期 で起 こる こ とが明 らか にな った。

次 に培 養 液 中 の不i揮発 性 有機 酸 の種 類 を見 る と,

Chuの 培 地 の場 合 と同様 に主 要 な不 揮 発 性 有 機酸 は

グ リコー ル酸 で あ り,フ マー ル酸 お よび ピル ビン酸 も

蓄積 した。 しか し,シ ュウ酸 の蓄積 はほ とん ど起 こ ら

なか った。 また,実 験 の最 後 にお け るグ リコール酸 以

外 の不 揮 発性 有 機酸 の 占 め る割 合 は ほ ぼ20%で あ っ

た。

3.2。3Microcystis∂eruginos∂ 培養液 のゲ ル分 画

図 に は示 して いな いが,Chuの 培 地 を用 いた ときの

躍.aeyuginosaの 対 数増 殖 期 お よび減 衰 期 にお ける培

養 液 の ゲ ル ク ロマ トグ ラム もMA培 地 を用 い た場 合

のゲ ル クロマ トグ ラ ム もC.vulgarisの 場 合 と同;様に

3つ の ピー クが存 在 し,そ の位 置 もほぼ同 じで あっ た。

したが って,ピ ー クの画群 を1,II,IIIと して考 察 を

行 った。

wFig。12お よび13にChu培 地 とMA培 地 を用 い た

場 合 の各 分 画 のDOCを それ ぞれ 示 した。 どち らの場

合 も不 揮発 性 有 機 酸 が含 まれ る画群IIIのDOCの 蓄 積

が観 察 さ れ るが,そ の程 度 は画 群1,IIに 含 まれ る

DOCに 比 べて 小 さか った。こ れ はC.vulgayisの 場 合

の画群IIIに含 まれ るDOCの 蓄積 が 画群1お よびIIに

含 まれ るDOCの 蓄積 に較 べ て大 きか った こと とは異

な る結 果 となっ た。

また,MA培 地 を用 い た場 合 に はChuの 培地 の場 合

に比 べ て画群1の 培 養液 へ の蓄 積 が極 端 に大 きい こ と

がわ か る。 この ことよ り有機物 を含 む基質 を利 用 、して

増 殖 した 盟.aeruginosaは 減衰 期 に分 子 量 とし て600

前 後 の物 質 を顕 著 に蓄積 す る こ とが明 らか にな った。

Fig. 11 Accumulation of non-volatile organic acid in 

the pure culture for Microcystis aeruginosa 

cultivated in MA medium

Fig. 12 Accumulation of DOC with cultivation time 

for Microcystis aeruginosa in Chu's medium

Fig. 13 Accumulation of DOC with cultivation time 

for Microcystis aeruginosa in MA medium
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4.結 論

1)Chlorellavulugarisの 主要 な蓄積 不揮 発性 有 機

酸 はグ リコール酸 とシュウ酸 で あ る。 と くに,前 者 は

増 殖期 に,後 者 は減衰 期 に主 に蓄積 す る。

2)Micro(ワstisaeYUganosaの 場 合 は蓄 積 され る主

要 な不 揮発 性 有機 酸 はグ リコール酸 で あ るが,Chuの

培 地 の場合 は増 殖 期後 半 か ら,MA培 地 の場 合 は減衰

期 にお いて ピル ビン酸,フ マ ール酸,シ ュウ酸 お よび

乳 酸 も蓄積 す る。

3)π4icroのstisaeruganosaはMA培 地 の よう に有

機物 を含 む基 質 を利 用 して増殖 をす る場 合 は,対 数増

殖期 に不揮 発性 有機酸 をほ とん ど蓄 積 しない。

4)Chloyellavulugarisお よ び1Vlicrocystisaer-

uginosaの 培 養 液 の分 画 に おい て は常 に3つ に ピー ク

が得 られ,と くに画群IIIは不揮発 性 有機 酸 の蓄積 の指

標 とな り得 る。

5)Chloyellavulugayisの 培 養液 の分 画 に よ り,画

群IIIに含 まれ るDOCの 蓄積 は画群1お よびIIに 含 ま

れ るDOCの 蓄 積 よ り顕著 で あ る。一 方,沸4icroのstis

aeyugznosaの 場 合 は,画 群IIIに含 まれ るDOCの 蓄 積

に比 べ て,画 群1お よびIIに 含 まれ るDOCの 蓄積 が

大 き く,と くに減衰 期 に著 しい。.
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論 文 要 旨

バ ッチ 培 養 に お け る Chlorella vulgaris お よび Microcystis aeruginosａ の細 胞 外 代 謝 不 揮 発 性 有 機 酸 の

培 養 液 中 へ の 蓄 積

大 村 達夫*　 海 田 輝 之*　 相 沢 治郎*　 小 松 佳幸*　 石崎 正 志*　 大 沼 正 郎*

* 岩 手大 学 工学 部土 木工 学科

<水 質汚 濁研 究　 Vol.14 No.9 (1991) pp.615～623>

藻類 の細 胞 外代 謝溶 存有機 物 は共存 微 生物 の増殖 や,こ れ らの微 生物 に よる分 解 に よって もた ら され るCO2

の供 給 に よ り藻類 自身 の増 殖 を助 長 す る可能性 な ど,水 域 生態 系 に影響 を与 える重要 な因子 の一 つ と考 え られ

てい る。

本 研 究 にお い て は,緑 藻 の Chlorella vulgaris と藍 藻 の Microcystis aeruginosa を無菌 的 に回 分培 養 し,増 殖

過程 あ るい は死 滅 過程 で の不 揮発 性有 機酸 の培 養液 中へ の蓄 積 の状 況 を調べ た。

そ の結果, C. vulgaris は主要 な不揮 発性 有機 酸 として グ リコー ル酸 とシュウ酸 を蓄積 し, M. aeruginosa はグ

リコー ル酸 を蓄 積 す る こ とが明 らか とな った。しか し, M. aeruginosa は有 機物 を利 用 して対 数 増殖 す る時 は不

揮発 性有 機酸 をほ とん ど蓄積 しない こ とが分 か った。

また,グ ル クロマ トグ ラフ ィーの結 果 で は,代 謝 有機 物 は3つ の画群 に分画 された。 これ らの画 群 に含 有 さ

れ るDOCの 変化 を見 て み る と C. vulgarisの 場合,増 殖期 に はほぼ同 じ割合 で各 画群 を蓄 積 してい るが,減 衰

期 に は高 分 子成 分 と低分 子成 分 の蓄 積 が顕 著 にな った。一 方, M. aeruginosa は,減 衰 期 におい て高 分子 成 分が

著 し く高 くな り低分 子成 分 の約2倍 にな った。 また,不 揮発 性有 機酸 は,低 分 子成 分 の第III画群 の主要 な成 分

で あ る こ とも明 らか にな った。
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