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本冊は特別研究「陸水域の富栄養化に関する総合朝甥」の昭和53－54年度報告8分冊の一つで  

ある。富栄養化の現状は，陸水学的な手法を用い，水質や生物群集の特性を把捉することによっ   
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て十分評価することができるが，富栄養化の制限要因や排水の影響を検討する場合には，藻顆生  

産の潜在能力（AGP）を測定する必要がある。AGPを測定1‾る試験は，藻噸の増殖は制限栄  

着物質に支配されることを応用した生物検定法であり，藻類培養試験とよばれている。本試験は，  

萬栄嚢化の評価指標として注昌されているにもかかわらず，試験方法が十分確立されていない。  

この種告では，試験方法が詳細に検討され，測定上の問題点やAGPの応摺法が記載されており，  

試験法のマニュアルとしてまとめられている。本冊が水門測定に携わる方々にいささかでも役立  

つことができれば幸甚である。  

昭和56年1月  

国立公害研究所  

所 長 近 藤 次 郎   

川’  



緒  

本冊の内容概要 特別研究「陸水城の高栄養化に関する総合研究」．にキいて，・本冊甚他報告と  

う等なり次のよう封寺異な内容である。すなわち，富栄養化の象徴的な対象である隠鮒哲殖能を，  

媒体である試水の化学的性賢と結びつけて，実験室における肘鋸勺な培温乱掛二よりAGP指標  

としてあらわすための，試料採取から保存，前処理，温酢掛阻 培糞振漫，増魁看た測定に至る過．  

程虻「試験法」的に記述し，その他海水の場合や自然水，排水などにおけるAGPの測定実例と  

制限因子，底泥に瞑するAGP試験法，訝湖に際しての有畜物賞等につき詳述したもので，・この  

種の手引薔は国内にはなかったから，本冊がAGP．試験の手引として今後活用されることが期待・  

される。   

研究のいきさつ この特別研究は当研究所創立の翌年，すなわち昭和50年に企画され，約1年  

ていどの吋主情・調整期間を経て実施に移されたもので，対象陸水として研究所から至近の距離に  

ある霞ケ浦を選び，フィールド調査とデータ収集が始まった。52年4日に特別研究として正式に  

スタートしてからは霞ケ捕のみでなく，全国の湖沼をも対象としたが，湖沼と汚濁源の流域の関  

係が比較的シンプルを系として独特の調査を行った渇の湖を除き，笛ヶ浦以外の他湖沼では霞ケ  

浦で行ったようかレーテンサーベイが不可能であったので，主として夏期における各湖沼の水質  

特性をつかむためのフイ【ルド調査のみに止め，その成果は湖沼一般の富栄蕃度評価の研究や，  

他湘召との比較における霞ヶ浦の梓悌把握に役立てた。   

研究スタッ7と研究の性格 この特別研究には，研究所の9部のうち6群が参加し，35名の研  

究者が寄与している。その内訳は水野H二壌環境部13，総合解析部6，生物環境部5，環煉情報部  

5，計測技術部4および技術部2である。その専門分野も陸水学，生態学，環境工学のようなフ  

ィールド調査に荘接関係のあるものから，気象学，地文学，情報工学，社会工学といった諸分野  

にまで亘っていて，まさに典型的な学際研究である。第l鞘の特別研究の特徴は，第2期（昭55  

年4日より）のそれが「陸水城の萬栄養化防1h をかかげたのに対し，明らかに基礎研究の色彩  

が濃い。霞ケ浦でいえば，その流域，背後地まで含めた面，空間でみられる物質移動，状態変化  

から，視覚t心理学的価値評価まで，富栄養化に関連する可能な限りの角度からスポットをあて  

て，その実態，実相をつかむことを試みた。   

本報告各分冊の紹介 成果をまとめて1冊にするには種々雉点があるので，全体をRシリーズ  

で8分冊（lシー19＝・‥・R、26），プラス総括編（R－27）計9冊とした。本冊はその一つであ  

るが，全体との関係を知って1一号うため分冊のタイトルを紳介すると，m．「霞ケ浦（西浦）の湖流」，  

nr．「霞ケ浦の徴地形．気象水文特性およぴその湖水環境に及ぼす髭響」，Ⅴ．「霞ケ浦流入河川  

の胤lはポf見変化とその評価」，Ⅵ．「霹ヶ浦の生態系の構造と生物現存見」，＼1．「湖沼の富栄養  

化状態指標に関する基礎的研究」，Ⅷ．「富栄養化が湖利用に及ぼす膨響の定立化に関する研究」，  

Ⅸ．「怖crocγ占～fぶの増補特性」，X．「温肘吾発調奏法によるAGPの測定」で，これに加えて総   



措編が牒る。旺仁一Ⅹを通じて，軋Ⅳ，Ⅴ，Ⅵは標題が示す通膵ケ胤とくに西浦の現象を扱  

ったもので，1Ⅶもその色彩が掛、0  

霞ケ浦をめぐる行政の現実と研究の今後 第一期特別研究のこれらの成果（トーⅩ）を足がかり   

に第二斯特研で富栄養化防止策を研究するにあたり，霞ケ補の現実を見直すと，一方で現行水質環   

境基準A類型を達成すべしという命題が重くのしかかっており，富栄養化防止関係の諸要求充足の   

ための対応策を早急に講じなければならない。また一方では．水資源公団が昭和60年度完成を期し   

ている霞ケ浦開発等業があって．その主たる目的である43nf／秒の新規利水と沿岸の浸水や塩害防   

止のため湖周の護岸や常陸川水門の改造が行われ．それにより調節可能水深は2、85mとなり，治水   

容董3・4倫正利水容量2、8倍加となる。この合計である有効貯水量6．2億㌦は，霞ケ浦の現貯水   

容量8・8億m3に比し極めて大きな数字であり，この新規利水により常陸川水門を流下する放流量は．   

現在の14億mソ年から5億m3／年と大幅に滅ずる。富栄養化しやすい浅湖の代表である霞ケ浦にと   

って極めて重大なこの改造が将来水質にどう影響するかの予測も重要な課題である。われわれはこ   

うした行政上の現実を注視して今後の研究を有効に展開することを心掛けるつもりだが，将来水質   

の予測は正直なところ難しいものになると予想される。研究グループがなお保持している高いポテ   

ンシャルに期待するのみである。  

昭和56年1日  
国立公害研究所   

水質土壌頂上蒐部長  

合 田   健   
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仁 藻類培養試験の意義と目的   

湖沼および内海・内湾などの閉鎖水域では，生活排水，工場排水，かんがい排水などの流入に  

よって，萬栄尊化の急速な進行が続いている1－▼誓 富栄養化は，1次生産力を著しく増大させる現象  

であり，藻類や水生植物を異常に増柄させる。その結果として，水域はそれにかかわる人々にと  

って多くの悲影響をこうむるようになる。富来登化は視覚や嗅覚によっても感知することができ  

るが，より正確には生物学的および化学的手法によって測定される。富栄葺化を評価する方法と  

して，1）透明度，2）指標生物の存否および藻類の現存量（個体数あるいはクロロフィルd），3）  

1次生産力，4）溶存酸素濃度，5）窒素およびリン濃度，などの測定方法がある。富栄養化の現状  

は，これらの方法を組み合わせることによって充分評価することができる。しかしながら，水域  

に負荷される各種の排水が富栄養化の促進にどの程度の影響があるのか，あるいは藻類増殖の制  

限物質が何であるのかを検言寸する場合には，藻放生産の潜在能力を測定する必要がある。  

1965年ごろから藻類生産の潜在能力の測定に関する研究が盛んに行なわれており，わが国では  

これをAGP（AlgalGrowth Potential）と呼んでいる（以下AGP試験とよぷ）3）・4とAGPは，生  

物の増殖は制限栄養物賃引二支配されるというリーピソ ヒ（Liebig）の最少律を基礎にした生物検定  

である。   

AGPは，藻欄生産の潜在能力を最大の藻楓増殖畳として表わした値（乾燥重蒐，mg／l）と定義す  

る。すなわち，自然水，排水などの試水に特定の藻類を接柚して，一定の環境条件のもとで藻類  

が定常期に透するまで培養し，その増殖蒐を幸乞燥重量（mg／l）として表わした値がAGPである。  

AGPを測定する試験方法は，藻頬培養試験（AIgalAssay Procedure）とよばれており，欧米  

ではAAPの略語が好んで使われているSl・6h吉 藻類培養試験は，1956年西独Bringmannら＆）によっ  

て5ceれede5m混ざを円いた研究が最初であり，続いて1964年ノルウェーのSkulberg’■によって5e一  

Je氾α∫いⅦm C叩r～corn“～祝mを用いた美験が広範囲に実施され，その基礎が築かれた。その後米国  

のMaloney】…らによって詳細な検討が続けられ，米国環境保護庁において1971年には淡水試験  

法8■，1974年には海水試験法の標準法12が制定されている。本法は米国の水質測定標準法の14版7〉  

にも記載されている。   

AGPは，単に富栄養化の現状の把掘のみにとどまらず，富栄養化の予測および制御に必要な  

知見を得るのに役立つ。次にAGPの代表的な応用例を示す＝町㌔  

1）排水処理における脱窒や脱リンをどの処理操作の効率を判定する。2）放流水域の富栄養  

化に及ばす排水の彫響を調べる。3）自然水および排水の藻類増殖の制限要因を決定する。4）  

水中の利用可能な栄養塩見を推定する。5）古米蕃化の程度を調べる。特に湖沼においては，春  

季のAGPから夏季における速報の最大増殖琉が予知できる。6）藻榔曽根に対する阻害物質の  

有無およびその野間を調べる。  

】・－   



筆者らは，主として湖沼や河川などの自然水および排水をど淡水を対象に，特定藻類を接純す  

るAGPの測定について検討を加えた。したがって，この報告書に述べた試験方法は，淡水のた  

めの純粋培養を行う方法が中心である。海水用の試験，毒性を評価する試験，混合培養による試  

験についても触れてあるが，これらについては十分な検討を加えていない。今後とも未解決の問  

題については詳細に検討を続けるつもりである。   



2．AGP試験法：淡水用19卜21’  

2．1採水・運搬・保存   

2．1．1採 水   

一般の水質調査用採水器（バンドーン採水器，北原式採水器，等）を使用する。排水の場合は  

ペソテンコッヘル，バケツ等で差しつかえない。   

2．1．2 運 搬   

採水後は、良く洗浄した（洗浄方法は2ふ1に述べる培養器具洗浄法に準ずる）ポリビンに入  

れ，すみやかに実験室に運搬する。ポリビン上部の空隙は少ない方がよい。また，運搬に長時間  

を要する場合には，水冷したコンテナに入れ，暗所に置くことが望ましい。   

2．1．3保 存   

実験室に試水を持ち帰った後，すみやかに2．2で述べる前処理を行わなければならか、。24時  

間以内に試験ができ．ない場合は，冷時所（4℃）に保存する。ただし，2．2．1，2．2．2で述べる前処  

理を行った後，試水を保存する方が望ましい。   

2．2 試水の前処理   

前処理法としては，‾F記の4通りがある。これらは，AGP試験の目的に応じて使いわけをけ  

ればならない。その方法については，3．以降で述べる試験例を参照されたい。   

2．2．1炉過法   

特定の供試藻種を用いてAGPを測定する場合，試水中に存在した藻類を除去しかナればなら  

か、。これは供試藻類種以外の微生物による汚染を防ぎ，侠試藻類構のみを試水中で増殖させる  

ために不可欠な前処理である。また粒子計数器で細胞数を求める場合にも必要である。炉過は孔  

径0．45／ノm（ミリポ7HAフィルターをど）のメンプレン・フィルターで行う。フィルター，炉過び  

ん等，試水に接触する器具は，あらかじめ洗浄（2．4．1．参照）し，オートクレープ等で滅菌してお  

かをければをらか）。炉過操作は無菌室で行うことが望ましい。炉過は0．5気圧もしくはそれ以  

下に減圧して行う。なお，試水中に浮遊物質（SS）が多い場合は，メンプレンフィルターで炉過  

する前にガラスフィル．クー等で炉過すると，メンプレンフィルターの目づまりを防止でき．滑過  

時間も短締できる。   

滑適法を前処理として採用すると，試水中のSSに含まれていた栄養塩も除まされる。したが  

って，この前前処理は．試水■桝二存在した可溶性の栄養塩等を対象にしてAGPを測定する場合  
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に有効である。   

2．2．2 熱分解法   

この方法は，試水中の溶存栄蕃塩類のみをらず，藻類，細菌等のSSに含まれている栄養塩朔  

のうち，熱分解によって可溶化するものも含めてAGPを測定する場合に開いる。オートクレー  

プは1．1kg／cm2，1210Cで15分間行う。オートクレーブ分解にともなって試水中の炭酸ガスが失わ  

れるため，通常pHが上昇する。このため，冷却後1％の炭酸ガスを含む空気を通気し．炭酸ガ  

スを供給するとともにpHをもとに戻すことが望ましい。通気は試水11に対して最低2分間行  

う。試水はさらに2．2．1に従って炉過処理し，試験に供する。   

この前処理は，制限栄養塩の推定試験や，重金属による希性試験には適しているが，試水中の  

有機物の化学変化 可溶成分の不溶化等による誤差を招くこともあるので注意を要する。   

2．2．3 希 釈   

排水のように試水中の栄蕃塩濃度が高い場合，BOD試験と同様に試水を希釈した後にAGP  

を測定する。希釈を伴うAGPは次式で算定する。   

AGP（mg／1）＝（霊芸悪霊芸（mg′り×（希釈倍劉   

希釈水としては，イオン交換水を用いる。希釈倍率はAGP値が最大となるように設定するこ  

とが望ましい。通常2次処理水では5－10倍，生‾F水では10－20倍希釈となる。われわれの経験  

では自然水の場合，希釈操作を必要とする例はほとんどなかった。   

2．2．4 混 合   

ある排水が，放流水域の藻類生産力に与える影響を予測する場合，放流水域の水と排水とを混  

合してAGPを測定する。混合比率は対象水城で予測される混合比率に準じて決定する。   

2．2．5 添加試嚇（Spike test）   

ある試水中で増殖する藻類の最大濃度は，藻顆が必要とする栄養物質のうち，相対的に最も不  

足する物質′モの濃度によって制服される（リーピッヒの最少律）。したがって，このような制限物質  

を試水に加えたをらば，新たに添加した物質，もしくは他の栄養物質が制限になるまで温鰍ま増  

殖する。すをわち，無添加の場合（対照）と比較して高いAGP値が得られるはずである。   

重金属のような藻類の増穂阻害物質が試水中に存在した場合，栄養物門甜二対応して藻凋が増殖  

しないこともある。このようを場合，EDTAのように重金属の毒性を低下させる物質を添加  

れば，高いAGP値が得られよう。   

添加試矧ま，対照と同時に，窒素．リン，鉄，EDTAのような物f’ほ単独もしくは便数で添加  
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する。そして試水小二おける藻肘曽埴の制限物質の推定，もしくは阻害物質の有無の推定を行う。  

添加ける物‡雫ならびにその濃度は，目的に応じて椀々考えられるが，通常次のように設定してい  

る。   

リン（K2HPO．使用）  ：0．05」0，1mgP／l  

窒素（NaNO3使用）  ：1．0～2．OmgN／l  

鉄 （FeCl。性卿  ：1．0－2．OmgFe／1  

EDTA（Na，EDTA・2H20使用）：1，Omg／1   

卜記の濃度は，添加後の濃度である。これらの物質の涼加にともなう試水中の他の物質の変化  

は黄′J、にとどめをければならか、。このためイオン交換水を用し、て．まず標記の100倍濃度液を  

作成する。これらはオートクレープ等で滅博した後，試水100mlに対し1mlずつ添加する。（2・  

5．2．参！lくり   

2．3 供試藻類種とその保存   

2．3．1供試藻欄種   

標準種としては，米国をはじめとして世界各国で5ピノe几αざ血m c叩r～co川以J〟m Prhtz．（緑藻  

類）が推奨されている。この温矧まノルウェ．のNitelva川より0．M．Skulberg博士により1959  

年に分離された。5．c叩r∫cor柁urumが標準稚として用いられるのは‾F記の理由による。  

1）蒼栄養から富栄養までの広範囲の試水で増殖可能である。   

2）環境条件による形態変化が少をい。   

3）凝集いこくい。   

4）培養が容易で安定した増殖が得られる。   

準標準椛としては次の2椀がある。  

1）怖crのCツ5～Jざdビ「叩f…αKutz．emend Elenkin（窒素固定を行わか、らん藻類）   

2）AnabacTZa［［の∫・aquae De Brebisson．（襲素固定を行うらん温類）  

なれ 珪藻については現在標準種として使閥されているものはか、。   

標準種ではをいが，供試藻類として剛－らわた椎矧二は，肋s加m“gcorM町CんんreJJdSp．，  

0ざC〟h†orJαSP．，Sce乃eJe5m“5Sp．，月5JerJo氾eJ／α♪rmo5α，〃〝emαhcoccひざP〟上がJαノブ5，5ce一  

打ビdeざmlJざヴuddrfc打“rJ（上，5座（＝川／0氾J祝m加ue，CんJαmγdom川口∫SP．などがある。排水のAG  

Pを測定する場合，CムJけre鮎やC仙叩河川馴購のような汚水性の藻類でをいと安定した培善  

ができない場合もある。   

標準郁を－裾線漠相灘として恥－ることは，結果の和瓦比較1二望まい、。しかし．特定の水域の  

みを対象とする場合，対象水域で優占となる藻蟻を分離してAGPを測定してもよい。標準横以  

外の凍相を用いる場合，以降に述べる培養条件，用地＝接朝聞等が標準種と異なる甥合もあるの  

であらかじめ十分に棉討する必要がある。  
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2，3．2 保存培養   

a．培 地   

衷2－1に示すAAP培地（AAM：AlgalAssay Mediumとも言う）を便片する。ただし，M．  

αe川g血∫αは，AAP培地では，良好な増殖を示さなし、ことがある。ニの場合，衷2－2に示す  

Gorhamの5倍希釈培地を使用してもよい。培地の滅菌は，無菌炉過もしくはオートクレーブ  

（1210C，15分）にて行う。オートクレープ滅菌を行う場合，沈殿物の生成を防ぐために．K2H  

PO。は別に滅菌し、冷却後混合する。  

表2－1 AAP培地組成  

化合物  濃度（mg／1）  元素  濃度（mg／り  

NaNO】  25．500  

K2PO．  1．044  

MgCl2  5．700  

MgSOパH20 14．700  

CaCl2・2H20   4，410  

NaHCO。  15．000  

N  4．200  

P  O．1β6  

Mg  2．904  

S  l．911  

C  2．143  

Ca  l．202  

Na  ll．001  

K  O．469  

徴発元素  

化合物  濃度（〟釘1）  元素  濃度（〃〟l）  

H3BO。  185，520  

MnC12  264．264  

ZnC12  32、70g  

CoC12  0．780  

CuCIg  O．009  

Na2MoO一・2Hヨ0  7．260  

FeCl。  96．000  

Na2EDTA・2日zO 300．000  

B  32．460  

Mn  l15．374  

Zn  15．691  

Co  O．354  

Cu  （）．004  

Mb  2．878  

Fe  23．051  

注1、蒸留水もし〈はイオン交換水を使用する。  
注2．培地は，オートクレープもしくは軒馴勺に折過した  

後に保存する。f封也の変化を防ぐために，4℃，昭  
所に保存することが望ましい。  

注3．pHは，0．1N－NaOHもしくは0．1N－HClにより，7．5  
±0．1に調製する。  

‘b．培養方法   

2．5に述べる培養器典，培養条件に準じて行う。ただし，保存のみを目的とした場計こは，試  

験管（18mmX柑Omm精度）を用いた〟が便利である（図2－1参照h この場合振とうはしをく  

てもよい。植えつぎ（継代培養）は2週間に1回行う。  
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より長期間保存する場合には，1％の寒天を含む培地を用し、る。この場合，植えつぎは1か月  

に1康行えばよい。  

衷2－2 Gormamの5倍希釈培地  

G。ffron微塵元素溶液（g／1）  化合物  i震度（mが1ト伸  

3．100  

2．230  

0．287  

0．088  

0．125  

0．146  

H3BOま  

MnSO一▲4H20  

ZnSO▲・7Ⅰ・l20  

（NH▲）もhlo，Oz。・4H20  

CuSO．・5t120  

Co（NO。）2・6H20  

NaNO3  99．2（30．3）；［2－  

K2HPO。  7．8（1．1）  

hlgSO．7H20  15．O  

CaC12・2日20  7．2  

Na2CO】  4．O  

NazCO3 SiO3・9H20 11．6  

EDTA  l．0  

クエン憮  1．2  

クエン醸第2鉄  l．2  

Gaffr（）n徴j；と元素溶滴 0．08ml  

Al，（SO．）コK才SO．・24H20  0．474  

NiSO。（N軋）2SO．・6日。0  0．19邑  

Cd（NOl）ヱ・4HzO  O．154  

Cr（NO。）3▲7H20  0．037  

V20▲（SO一）3・16H20  

Na21lrO．・2H20  

KBr  

Kl   

注1）p【1は7．5－8．0に調整する。  

注2）l†侶普養時のN、Pざ農度に対応する  

；武装jiヒ（2．4．1）  

2．4 前培養と接種   

2．4．1前培養  

．拭水に接種する藻顆は，保存培養とは別に，AGP試験と同一の培養条件（2・5・参照）であら  

かじめ培養しておかをければならか－。培地は博行摘発と同一のものを用いる。ただし前培養  

でG。rhamの5倍希釈培地を用いる場合，1）ンおよび窒素濃度はそれぞれ0・2mg－P／1，5mg－N／l  

とする（表2【2）。   

2．4．2 接 椎  

接種する藻榔よ，前培養において対数増麒月にあるものを使用する0通常7－10日程度の培養  

令のものがこの条件に適合し，かつ接鰍二必要な濃度となっている0   

前用儀した藻脚吾毒液を洗浄（2．5．1参照），滅菌した7夕付遠沈管に入れ，遠心分離（1▼000×  

g，5分）する。分離衡上沼減をすて，滅菌したNa＝CO3溶液（15mg／t）を加える0遠沈管を振  

とうして産休を十分に懸濁させた後，再び遠心分離を行い，－ヒ澄渡をすてる0残った藻体をNaH  

COき溶液に懸濁させたものを招較藻相懸濁楕とする。   

手刀朋藻榔濃度を一定とするために，接種或は1ml以」二とすることが如しい（図2－2）0接種  

温相懸濁滴の濃度は，接棲後次の初晰濃度となるようNaHCOき溶液にて調整するo  

S．c叩‖■corm泥土祝肝・…・1、000細胞／ml，もしくは0．02mg／1  

〃．“眉相加肌用・ ‥ 10，000細胞／ml，もしくは0．2鞘／1  

月．〝0ざ・明視qe・ … 10、000細胞／ml，もしくは0．2mg／1  
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2．5 培蕃条件   

2．5．1培蚕器具   

培養に用いるすべてのシリンダー，フラスコ，ピペット等は洗剤（無リン洗剤が望まいりで  

洗浄した後，水道水でゆすぐ。その後10％（容積比）の塩酸溶液で洗浄する。塩酸洗浄後は，5  

回程度水道水でゆすぎ，さらに蒸留水もしくはイオン交換水でゆすいだ後，柁燻する。無菌操作  

に使用する器具はアルミホイル等でつつんで乾熱滅菌（1500C，3－4時間），もしくはオートク  

レーブ滅菌して乾燥する。   

培養フラスコとしては，500mlの三角フラスコ（回2｛3参照），125mlの三角フラスコもしく  

は1，000mlのL型培養管（図2－4蓼！召）を用いる。これらは，洗浄・乾燥後，綿栓，シリコン栓．  

もしくはアルミホイル等で7夕をして1．1kg／cm2，1210Cで15分間オートクレーブ滅菌し，さら  

に乾燥した後に使用する。をお，1500Cで3～4時間柁熱滅菌を行ってもよい。  

2．5．2 培養方法   

500mlの三角フラスコの場合は100ml，125m】の三角フラスコの場合は40ml，また1，000mlの  

L字管の場合は500mlそれぞれ前処理した試水を無菌的に分注する。リン，窒素，ED′l’A，鉄な  

どの添加試験（2．2．5）を行う場合には，これらの溶液を所定の濃度になるよう添加する。その後，  

前培養した供試藻種を接種する。   

2．5．3 培養条件   

∂．温 度  

25土10C，あるいは20±10C   

b．照 明   

白色けい光灯を用いる。照度は三角フラスコ上部より照射する場合二 フラスコ外部の水表面の位  

置で測定する。L形培養管では底部の位置で測定する。設定照度は次のとおりである。  

£c叩瀬川川扉…：4000±4001x  

〃．αer〟gよmoざα  ：1000±100lx  

月．〟0ざ一助が“ほ  1000±100tx   

■
■
1
 
 
 

c．振とう   

三角フラスコを円いる場合，90回転／分の回転式振とうを行う（図2－3）。L型培養管は30回／  

分のモノ型振とうを行う（図2－4）。振とう装置が得られか一喝合には，柳尉洋書を行ってもよ  

い。ただしこの場合，毎日1回手で培笹容器を振とうし，容器底部に沈殿した茂体をよく懸濁さ  

せなければならない。  
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図2－1 懐紙藻類種の保存培普  

囲2→2 接 種  
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1000mlL型培養管（綿栓使用）によるモノ型板とう、増餐  園2－4   
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2．6 藻類増殖量の測定   

2．6．1最大増殖毘   

AGPは，培憂期間内における最大の藻棚濃層（乾性重克）に希釈率（2．2．3参照）をかけた値  

（mg／1）で定義する。このため2～3口ごとに藻欄濃度を測定し，最大濃度に達するまでこれを継  

続する。実用上，温粧濃度の増加率が1［】当たり5％以下となった場合，投大値に達したと見な  

してよい。   

2．6．2 藻粗相郎のモニタリング   

乾燥重畳により，藻梢濃度をモニタリングすることは，サンプル毘が大きくなるためほとんど  

不可能である。また必ずしも㈹傾かつ迅速な手法ではか－。このため，通常はF記のようを手法  

により培養期間中の藻棚濃度の変化を求める。  

1）粒子計数器   

コー㌧ルターカウンター，血球計算機等の電気白小二水中に懸濁する粒子数を渕屈する機講話をl†い  

る。とくにコールクーカウンターの場合，平均細胞蕃髄（MCV：Mean CeIIV。1。m。）も求めら  

れる。（粒子数）×（平均細胞客種）で得られる全粒子客種凋．単なる粒子放より．陀燥重量とは  

るかに高し、相関を示す。これらの機器に必要なサンプル琵は勤m＝昔度である。   

月・勅…叩肌のようか糸状性藻瑚の場合，祀接これらの機器で測定できかゝ。測定誤差が大  

きくをり，計数用の細孔の目づまりを起こすこともある。この場合，ホモゾナイザー，もしくは  

隠都皮処理によりフィラメントを馴析した後に計数する。ただし，超音波などを強くかけ過ぎる  

と細胞白身が破砕され，過少評価する可能性がある。使用する機器に応じて，乾燥重毘と最も  

高い相傑の得られる処理条件∴処理時間を設定しをければをらか－。   

2）直招計数法   

血球計算機もしくはプランクトン計数板を使用し，踊徴鏡（100～200倍）による直接計数を行う。   

3）噸光度   

培養液の750nmにかナる順光度を，分光光度計もしくは此色計によって測定する。測定には  

1cmの石英セルを川いる。この測定は簡便であるが，乾燥重畳との相関は粒子計数法より低い。   

4）クロロフィル  

けい光光度法によるクロロフィル濃度測定は，感度も高く，迅速を測定が可能である。ただし単  

†立糾伯適当たりのクロロフィル含有」註は，試水の化学組成等によって変化することに正喜を要す  

る0また，試水中の毒催物賞や有機物飾こよって阻蜜を受ける場合もある。けい光光度法による測  

定値は，特定の試水における温肘哲柵のモニタリングには適するが，一一般的をクロロフィル濃度  

ど陀燥重毘との相関を球めるには適さか、。  
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2．6．3 乾性重石主の測定   

藻用濃度が最大値となった接．すみやかにその乾燥重罠を求める。測定にはメンプレンフィル  

ター（孔径1．2／‘m，あるしりま0．45／‘m）を用し、る。その手咽を次に示す。  

1）フィルターを70℃で2時間・托燥する。（75℃以上にすると，フィルターの孔径が変化する  

恐れがある。）   

2）デシケ一夕ー中で1時間以上冷却した綬，fi腋天秤で枠上話する。   

3）培養滴の適j誼を，2）で用意したフィルターで‖及引炉過する。ただし，嘱引圧は0，5気圧  

以下にしをければならをい。必要サンプル見は通常50～100mlであるが，濃度が低い場合  

には100～500mlの培養滴を拒過しをければならか－。   

4）培養液を炉過した胤 50mlの蒸留水を開いて炉過器を洗浄し，器壁に付着した藻頗抑伯  

を集める。洗浄滴はフィルターを通過させて，フィルター自身も洗浄する。   

5）70～105℃で恒既になるまでフィルターを陀燦する。デシケ【クーで冷却後作脱し，炉過前  

後の垂ii三菱ならびに炉過満闇より，培養液の柁燥重畳を求める。   

2．7 試験結果の整理と解釈   

2．7．1 AGP   

AGPは，試水中における最大藻頬増殖量（2．6．1参！墳）を，乾性亜蒐（mg／1）で表わした値であ  

る。前処理において希釈を行った場合，2．2．3で述べたように最大増殖凪二希釈倍率をかけた値  

をAGP伯とする。何段階かに希釈した場合には，希釈倍率ごとにAGP砥が計算される。この  

場合，最大値を採用する。   

AGP値は，2．6．2で述べたモニタリング後，2．6．3に従って試水ごとに乾燥重昂を直接求め  

ることが望ましい。しかし，コールカウンタータ一によって求められる全細胞春枝は，乾燥重義  

に対し非常に高い相関を示す。このようを場合，既往のAGP測定データ，ならびに人工培地に  

よる培養データを使用してキャリブレーションチャート（もしくは相関関係式）を作成しておく  

と便利である。試水ごとに事乞煉歪王道を測定する手間が省ける。   

2．7．2 データの信頼性   

AGP測定は生物検定（bioassay）の一棟であるこ したがって測定値のばらつきも大きくをる。  

AGP測定値の変動係数は，おおよそ下記の程度である。  

AGP値（mg／1）  変動係数（％）   

1．00以‾F  50％  

1．00－ 3．00  30％  

3．00 ～100．00  20％   

10．00以l二  10 ％  
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3．海水のAGP試験法   

3．1使用藻類種   

米国においては，標準種としてTん“／α占5′ひざ～r〃p∫e山（J川α叫′か～川〃／∫e／／αJerf～のJビC′〃が用いら  ナノ 
れているがニ2その他〃も〃ほ〟んsp．，〃。～。r。ざ如。SP，，5んだ／。J∂孟m。。。∫J。加l等も使用される若潮   

3．2 培 地  

保存用嬉地としては衷3－1に示したS－5培地を剛、、AGPの測定に愕しての前培養には，  

は，S－5培地中の室温リンをそれぞれ1．Omgハ，0．1mg－P／1に減少させたS－11培地を用いる。  

表3－1 Sr5培地の組成  

NaNO3  

K2日PO．  

Na2SiO】・9H20  

FeC13  

Thiamine一日CI  

Biotin  

lJitamin B12  

海 水  
蒸留7k  

l（）O mg  

lO mg  

lO mg  

l mg   

O．2 mg   

O．1〃g   

O．1〃g  

750  m1  

250  ml   

3．3 試水の前処理  

2．2に示した炉過法と熱分解法の前処理を行う。  

3．4 接種藻の調整   

S－11培地を用いて培養した藻体を遠ノじ、分離し灘宿した後に，表3－2に示した無菌の人工海  

水で希釈し遠沈洗浄を繰り返す。この洗浄藻体を無菌水に懸濁し接種液とする。洗浄条件を蓑3  

－3に示した。   

3．5 測定方法   

300mlの滅菌した3角フラスコに，前処理した試水100mlを無菌的に添加し，これに3・4で調整  

した接種液を蓑3－3に示した藻体濃度となるよう加えた後に，白色けい光灯を連続照射の条件下  

で培養を行う。温度は20℃，照度は4，0001x静竃条件で培養を行う。培養後，最大増殖鬼がAGP  

である。最人増殖児は，コールターカウンターにより細胞教と平均細胞春慶を測定し，柁燥重  
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蓑3－2 人工海水  

NaCl  

hlgC12・6H20  

Na2SO‘  

KCI  

CaC12・2H20  

NaHCO3  

KBr  

SrC】2・6H20  

H3BO3  

蒸留水  

23．48 g  

lO．61g  

3，92 g  

O．66g  

l．47 g  

O．19g  

O．10g  

O．04g  

O，04g  

III 

量として表示する。また660nmによる培養滴の濁度を測定し，藻体の柁燥蛋J諸を凱hしてもよい。   

3．6 栄養塩頬等の添加  

・栄養律．．沌il三の添加＝．とは以下のとわりである。1）ン：K2日PO40．1J昭一1〕／l，窒素：NaNO31・O  

mg－N／1，鉄：FeC】】1，Omg／1，ビタミン：チアミン塩酸塩0．2mg／1，ビオナン0．1／ノg／Ⅰ，ビタ  

ミンB120．1〃g／1。  

衷3－3 各藻畑の洗浄桑伴および接種濃度  

藻・車重  洗浄条件  接種濃度  

〃〃mer〃／〟Sp，  1，000rpm，  

〃ビJpr仇9′gm〃SP．  1，000rpm，  

5尤ビ／rり〃柁Cm“C耶拍Jum  3，000rpm，  

rん“／〟書∫J■・′∫J川〃ゴビ比rJの和昭〃  3，000rpm，  

J九乃（‘J／c仙′erJ／〃／ecJu  l，000rpl『  

1分間，1回  20細胞／mt  

3分f乱1回   150細胞／ml  

lO分臥 2回  0．1mg／1  

10分間，2回   100糾胞／m】  

3分間，1L萱】  100細胞／ml  
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4．自然水・排水のAGP  

4．1自然水のAGP   

衷4－1は湖水のAGPを測定した一例である。通常，湖水のAGP値は，貧栄養湖で1mg／1  

以下，高栄養湖で10～50mg／t程度である。ちをみに富栄養化の極度に進行した笛ケ捕では60～80  

mg／tという高いAGPが得られることもある。  

蓑41 湖水のAGP  

TP  

（mg／1）   
接種馴i＊ AGP  

（mg／l）   

然 別 湖  0．005   Se  O．鵬   

支 易 湖  0．0065   Se  O．06   

糠 平 湖  0．020   Se  O．23   

トウナイ湖  0．022   Se  O．11   

奥多摩澗  0．05   C  5．0   

白 樺 湖  0．04   C  5．0   

河†コ 湖  0．04   C  16   

赤城大沼  0．06   C  15   

琵 琶 湖  Se  4，0   

＊Se：5ピノe乃8∫′Ⅲm CdPrざ川m祝′弘m   

C：Cんわre〟αSP．   

図4－1は印旛沼流域におけるAGPの分布を測定したものである。巨l蘭沼においては，流人  

河川の一つである桑納川が大きな汚濁源とされているが，AGPについてもやはり高い値をホし，  

これが湖沼のAGPに影響していることがわかるQこのような分布区ほ作成することにより，お  

のおのの涜入水の富栄養化に対する寄与の程度，またそれが湖内で混合した場合の効果等がある  

程度推定できるものと考えられる。   

4．2 排水のAGP   

AGPの測定のわが国における代表的な応酬列は処理水の評価である。これは三にとしてつぎの  

ような目的に用いられる。   

①処理水の混用生産の潜在能力  

②処理水が放流水域の藻相集産に与える影響  

③萬栄養化防止対策としての高度処理プロセスの評価  

表4－2はいくつかの晴性汚泥処理装詔における2次処理水のAGP測定値であるど－ここでは  
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R蝿  

図4－1印施沼水城のAGP分布（1975．11．25）（5eJeγ那加mc叩γfcom〃～“m）  

表4－2 活性汚泥処理水のAGP（単位：mg／1）  

AGP＊＊  
処理場   

COD TrlN＊ TLP  C S Ch   

A  18．5  26．52  0．34  118  －  一   

B  12．5  26．70  0．65  214 238  72   

C  8．6  7．55  0．49  140  －  

12．1 21．85 1．68  一  一  198  

D                         17．1 21．78 1．37  214  －  －   

E  

12．9  21．03 1．64  －   288  一  

17．3  26．52  2．86  一  一   226  

F  

18．3  20．47  2．28  －   －   256  

G   

H  12．3 15．68  2．61  199  285  －   

6．7 16．01 1．66  150 124 146  

＊ T－IN＝NH‘－N＋NO2－N＋NO3－N  

＊＊C：Ch［ore［La，S：SEigeoclonium，Ch：Ch［amydomonas  

無希釈法（2．2．3参照）によったが，100～300mg／1のAGPが測違されている。しかしながら家  

庭下水を主とする分流式の‾F水処理場の処理水では500－1．000mg／1という大きな値が得られる  
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こともある。AGPに対応する産額培養滴のCOl〕M。の値は，須藤】′によるとC仙reJJαではつぎ  

のように表わされる。  

（CODMn）＝（AGP）×0．40  

したがって2次処理水のCODが低い場合でも，AGPが高いと潜在的なCOr）負荷児は大き  

いものと見なさなければならない。   

AGPの測定値から明らかなように，活性汚泥法などの2次処理は富栄養化対策にはあまり効  

果的ではか、。このため脱窒、脱リンのような高度処理は、今後さらにその重要性が増すものと  

考えられる。表4「3は脱リン処理をAGPによって評価したものである。この結果から明らか  

なように生石灰（CaO）では300mg／1以上，硫酸バン士と塩化第2鉄では100mg／1以上添刺すれば，  

AGPが極端に減少することがわかる。  

表4－3 凝集沈殿した下水処理水のAGP  

薬 剤 添 加 鑓   TP  AGP＊   
（mg／1）   （m〆1）  （mg／り   

CaO  O   1．29  324   

50   0．96  334   

150   0．62  126   

300   0．12   

A12（SO。）ユ  0   1．35  344   

柑H20  100   0，11   

200   0．08   

200＋PO．5  0．58  140   

FeC13  0   1．42  248   

6H20  50   0．13   30   

100   0．07   5   

200   0．01   1＜   

ホC払reJJαSp．を用いた。   

4．3 AGPに及ぼす試水の前処理の影響   

従来のAGP測定は，試水にもともと存在する微生物による汚染を防ぐために，炉過法の前処  

理を行なうのが通常であった（2．2参照）。当然のことながらこのような予備処理を行なうと，懸  

濁物質中に存在した栄養塩や，すでに徴生柳本内に吸収された栄養塩は除去されてしまう0 した  

がって炉過法では，試水中ですでに増殖した微生物の使い残しの栄養塩に着目し，その藻顆生産  

力を測定していることになる。炉過法を採用する場合には，試水中の藻類現存量をも評価対象に  

含める必要があり，試水の由来する環境が一定でか－ため統一・的な評価を行うには，より一層の  
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検討が必要である。   

このような欠点を克服するには，藻類や懸濁物質中の栄養塩類を何らかの方法によって再溶解  

させればよい。熱分解法はそのための一つの方法である。   

図4－2，図43は同一の試水につき，炉過および熱分解処理を行って得られたAGP値を  

比較したものである。図4－2はAGP値が100mg／1以下である自然水，3次処理水についての  

結果を，回4－3はAGP値が高い2次処理水についての結果を示す。ほとんどの試水において  

熱分解法のAGPは炉過法のAGPより高く，この傾向は図4－3の2次処理水の場合に鍾著である。  
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しかし試水によっては拒過法のAGf）の方が高い場合もある。この原闇としてはオートクレー  

プ処理時における栄葦塩，増殖促進物門などの変化（う〉解，沈殿）が考えられるが，その詳細は  

必ずしも明らかではかゝ、ニのため常温，高圧主より酢巨物柳川包を脚酎‾るソナ法も胤汁されてい  

るが≡4芙洞化には至っていか、っ   

自然水を対象とする限りほとんど田】確とならをいが，下水、処理水等を対象とする場合にはB  

O†）の測竃と同様に試水の希釈を考慮しなければならなし㌧「司4－4は2次処理水が2．5～50％  

の濃度とをるように蒸留水で希釈した胤 藻附曽榔言ヒを測定した結果である。l票lから明らかなよ  

うに藻肘酌亘罷は10％以上の濃度におし－てははとんど窄化がなし－。このよう別項向は他の．拭水に  

おいても認められ，．試水によっては無希釈のものが呑釈試水より低い藻榊断た：iととをる場合もあ  

った。  
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図44 希釈法による2次処理水のAGP測定   

この原l勾として考えられるのは、2次処理水中に何らかの藻粧増補の肌吾物賞が含まれている  

可能性である。このようを場合には，無・希釈では増補速度が二汚しく低下するか，まったく用句－iし  

か－のに対し．希釈するとその血空欄明濃度が許容レベルに下がるため，増帥が良好となると考え  

られるっ   
しかし排水は最終的には河川，湖沼等に放流されて希釈を受けるから，栄養揖濃度の高い拭水  

においてはそれを適当に希釈して測定すべきであると考えられる。   

この場合，AGP値として最大値を与えるように希釈するのが妥当であるといえよう。l湘－4  
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の例では5％にをるような希釈（20倍）が最大のAGP値を与える。   

希釈によるAGP測定では，．数段階の希釈を行なってその最大値を採用することが望ましい。  

通常の2次処理水では5～20倍希釈，もしくは藻類増殖量として10～50mg／1の相国になるよう  

な希釈がAGPとして最大値を与えるようである。   

4．4 AGPに及ぼす排水の影響   

図4－5は2次処理水を，調査対象とをる実際の放流水城の水に添加してその形響を訴ペたも  

のである。ここでは多摩川の河川水に処理水を添加したが，わずか5％の添加で浸潤生産力が著  

しく増加することが明らかとなった。   

高度処理した排水が水域の藻頬生産力に与える影響を罰潤したのが図4－6である。2次処理  

水を添加した場合には著しくAGPが高いが，i隠集沈殿（硫酸バン土による），急速炉過，活性炭  

折過をどの高度処理を組み合わせて行うことにより，AGPの値は湖沼水に近くなった。  

5  10  30  

体積（％）  

処理水  
多摩川河川水＋処理水  

×100  

（羽村堰）（M処理場AS系）  

図4－5 多馴」の富栄養化に及ぼす処理水の影響  
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活性炭急速ろ過 凝沈 2次  処鱒水  
5】．419  

象 ＿N岩 ＿N岩 ＿N岩 －N言  
争 三こ三 ここ三 ここ三こ＝  

活惟炭  急速ろ過  凝沈   2次  

5157  
処理水  

図4－6 湖水のAGPに及ぼす脱リン処理水の影響（Ch［oreLla sp．）  
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5．AGPによる制限要因の決定   

5．t 制限栄寺物質   

AGPの実験において，藻類の最大増殖還は，藻欄の噌柄に必要とする種々の栄養物賞の最小  

丘によって決定される。次のこの制限物質を十分添加した場合，藻体は別の物質が制限とをるま  

で増殖を続ける。このように，栄蚕物質の添加】英騒から試水の制限栄養物質の推定が可能とな  

る3・6瀞で∴添加呆牒物質の畳はできるだけ少蒐とすることが望ましいが，添加による増殖の増加  

貴が有意のものでなければならか、。したがって，添加屈は．試料中の栄養物㌍の濃度を考慮して  

決める必要がある。   

5．2 実験方法   

2．1～2．6に準じてAGPの測定を行うがその際，試水に栄葉物質を無菌的に添加し培養を行い，  

最大増殖i遣を測定する。栄養物質としては，蛮素，リン，鉄，ビタミン兼，およびED’l’A等が  

考えられる三7L12烏〉添加矧ま，通常窒素：NaNO，1．Omg－N／1，T）ン：K2HPO．0．1mg－P／1，鉄：Fe  

・CitrateO．5mg－Fe／1あるいはFeC130．34mg－Fe／1，チアミン塩恨塩0．2mg／1，ビオナン0．1ilg  

／1，ビタミンB．20，1FLg／1，Na2・EDTA・2H201mg／1程度が望ましい。   

5．3 結果の整理   

データの整理の仕方および制限栄養物質の評価方法などは海水も淡水の場合と同様である。   

牛久沼の夏期の湖水を用いて，5．c叩r加r作況f混mによる炉過法と熱分解法のAGPおよび栄  

養物賞の添加実験の結果を図5－1に示した。折過法の場合AGPは1mg／1であるが，リンを  

0．1mg／1添加すると藻体兼は35mg／1と著しく増加するが，素案，鉄，EDTA添加では増加は全  

く認められない。このことから炉過水はリンが 制限になっているといえる。またリンと窒素（1．O  

mg／りを同時に添加すると産休届が54∫叩／1とさらに増加することから，リンに次ぐ制限来賓物質  

は窒第であると考えられる。熱分解法の場合は，AGPが6mg／1と炉過法に比べかなり高い値と  

なっている。また栄養物質を添加した実験カ、ら，制限栄養物質としては炉過法の場合と同様の結  

果が得られたが，増殖丘は炉過法に比べいずれも5－15mg／1程度高くをった。この理由として，  

熱処理により；試料中の栄養物賞が利用されやすい形に変化したことが考えられる。また接種藻と  

してS．c叩rJc…uJ祝mを用いる場合には，鉄およびED′rAの添加は不必要と考えられる。   

霞ケ捕の夏期の湖水を用し、て，〟．〟鋸－〟q川eによる炉過法と熱分解法のAGPおよび栄養物暦  

添加実験の結果を図5－2に示した。炉過法の場合，AGPは3．5mgハであり，リン，窒素，臥  

El〕TAをそれぞれ添加しても増柄罠が増大しをいが，リンと窒素を同時に添加すると26mg／lに  

増大した。このことからリンと窒素が同F掛二制限栄養偏になっていることがわかる。－・方熱分解  
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図5－1牛久脚こおける制限栄養要堰の決定  

法では，リン，窒素添加による増姉丘の増大は認められなかったが，窒素および鉄添加ならびに  

索素およぴEl）TA添加で，増殖遺の著しい増加が蘭められることから，窯素と鉄が制限栄養塩  

とをっているといえる。このことから，熱分解法により試料によっては鉄が制限嬰l釧こなること  

もありうる。   

霞ケ浦の秋期の湖水を用し－て，〃．．侮ざ一岬‘αeによる炉過漆と熱分解法のAGPおよび栄養物  

宕耳の添加実験の結果を周5－3に示した。炉過法のAGPは1mg／l以▲ドであるが，リンおよび宍  

粟添加では全く増加が認められず鉄またはEr）TAの添加で2．5mg／＝堤燈までの増加が認められ  

たことから制限栄養物閂は鉄と考えられる。またリンと鉄あるいはEl）「11Aの同時添加lで9mg／l  

にまで増大し，リン，窒素およびEDTAの同時添加で40mg／1にまで増大することから，鉄の次  

の別樋栄養凝滞はリンであり，次いで窒架が制限栄巻物賞であることが推定される。なおEl）T  

Aは，〃．r∫…g∫”ひざαの紋別川性を高めていることが推測される。熱分解法の場合且 AGPが  

8．5mg／lと高い値を示し，窯素添別＝二より増殖琉が増大することから，窒素が制恒良苓主剤勿狛こな  

ー25一   



（
L
＼
ぎ
）
≡
喜
畠
 
〓
U
U
亡
⊃
∈
T
雲
〓
 
 

S P N Fe E P P P ♪」ト FeP P PトIP  
「」殆E Fe E E N N Fe FeN  

k E E E 短  
E  

Fjltrate  

S PN 陸 E  P
H
：
帽
F
 
 

N
R
E
 
 

P
R
E
 
 

P
N
馳
 
 

「
把
E
 
 

N
短
 
 
 

P
托
 
 

Autoclave  

図5－2 霞ヶ浦（夏期）における制限栄養要因の決定  

∩
）
 
 

0
 
 

0
 
 

4
 

つ
J
 
 

〓
＼
ぎ
）
≡
喜
占
〓
3
∈
⊃
∈
；
⊃
∑
 
 

S P N Fe E P P P N H F毛P P P N P  
N FeE FeE E N N Fe FeN  

昼E［〔：R  

S P 日 毎E Pl）P NIFeP P P N P  
H FeE FeE E N H FeちN  

臣E E E Fe  

Fて1tr8te  Autoclave  

図5－3 霞ヶ浦（秋期）における制限栄養要偶の決定  

－26－   



っている。熱分解法では鉄およぴEDTAの添加効果は認められをかった。   

茨城県大洗海岸の海水を用いて，〃or氾e情“sp．による炉過法および熱分解のAGPと栄着物  

粁添加実験の結果を図5－4に示した。炉過法でのAGPは5mg／1であり，リン添加により増殖  

鬼が15mg／1に増加することからリンが制限となっていることがわかる。一方ビタミン類，鉄は  

制限になっていをい。勲分解法の結果は炉過法とほぼ同様のものであった。  

0
 
 

∩
）
 
 

0
 
 

∩
）
 
 

0
 
 

l
 
 

へ
▲
 
 

3
 
 

4
 
 

（
「
＼
ぎ
）
≡
喜
畠
 
〓
彗
）
⊆
⊃
∈
℃
○
ざ
 
 

S N P V Fe N N N N  
P P P P  

V Fe V  
Fe  

F†1trate  

S N P V Fe N N N N  

P P P P  

〉 らV  
ら   

Autoclave  

図5－4 大洗の海水中の制限栄養要一菱】の決定  

試料の制限要因を検索する際には使用藻樺の選択が重要となってくる。制限物質がリンか窒素  

であるかを判定する場合には，ビタミン等の栄養要利生を示さずまた培尊の容易な5．c叩γざ・  

川珊油川を用いることが推奨される。一九 怖crocプg～J5は鉄の栄養要求性が高いことから，鉄  

の制限要閻を調べる上では有効である。また鞭毛藻は一般に，鉄およびどタミン頬の栄養要求性  

が高いといわれており，鞭毛藻の培養が困難であるという欠点はあるが，鞭毛藻を用いることに  

より，汰 ビタミン糀の試料中における有効含虫を把捉することが可能である。   

このようにAGPの方法は寓栄葺化の現象解明に役立つだけでなく，原因究明に利用でき，さ  

らに防止策を検討するにも有効である。  
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6．底泥に関するAGP試験  

8．I底泥に関するAGP試験法の概説  

藻棚の増椚に及ぼす底泥の影響を評価する場合（「窒】61参照），  
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l窒16－1 藻販の増殖に及ぼす底泥の彩管に傑する評価方法  
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1）底泥と藻棚とを直接接触させた系29■虹31   

2）底泥と藻欄とがメンプレインフィルターをどによって，物理的に分離された封2－・3313り5   

3）底泥と湖水とをある一一定条件‾Fで放置した後，その折滴に藻灘を接種した系36・㌔  

と，それぞれの糸の小で，藻頼の増柿Jiほ測定するノブ法がとられる。   

＿l二記のl）わよび2）は，底iJ己と藻頼との州了川三用が働くLいで∴藁類の増帆】■巨を．評価できる。  

3）は，ある一定条件‾Fで底泥と潮水との仰用三用が総合的に抒ミ分された結果が炉液であり，  

ニの炉滴を試水としてAGP試験を行う。したがって，3）には藻類の増析過程において，底泥  

と藻用との相互作用が働かをいが，いろいろな条件下での底泥と湖水との相互作用の結果を，藻  

頬の増殖量により評価できる特徴がある。－・方，1）は底泥と浸潤とが混在しているので，液相  

のiE確を測違が困難である。また2）のうち，メンプレインフィルターで仕切られた混合培養管  

を使用する場合は，比較的長時間の培養が行えるが，透析膜を使用して底泥と藻類とを分離する  

場合には，透析模の破用のため長期にわたる培養実験が不可能である。   

以上から，ニこでは，3）と2）の混合培養管を使用した方法について述べる。しかしながら，  

現段階においては，底泥に関するAGP試験法は，淡水用のAGP試験饉のように確立されたも  

のではをく，今後更に改良していくべき点もあり，暫竃的な試噺去として示すものである。   

6．2 採泥・運搬・保存   

6．2．1探 泥   

投込型のコア－サンプラー（図62参照）あるいはエクマンバージ型探泥器を使用する。潜  

水夫が直接揉泥してもよい。コアーサンプラーは，ほとんどそのままの状態で底泥を採取できる  

ので，底泥の深さ方向の相違を検討する場合に有効である。エクマンバージ型探泥器は，底泥  

を多良【こ探覇できる利点があるが，底泥の表層が乱れ 底泥の正確か莱度が不明である。したが  

図6－2 投込型コアーサンプラー（離合社製）  
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って特別な理由がをければっ7一サンプラーを便侍するのが望まい－。   

6．2．2 運 搬   

コアーサンプラーの場合，探泥後その場でコアーの底部からゴム栓等でゆっくり押し＿Lげなが  

ら，一定深度毎に切1析する。切ー析した底泥は，ポリ容器あるいはどニール掛こ入れて，水冷した  

コンテナ（疇所にする）ですみやかに実験室に運搬する。エクマンバーゾ郵采ナノE器の場合，大き  

目のどニール掛二人れ，コアーサン70ルと同様に運搬する。   

6．2．3 保 存  

底泥試料はできるだけすみやかに6．3，6．4に述べる試験を行なう。不可能を鳩舎は，冷‖拝所  

（4℃）にて保存する。   

6．3 底泥のAGP試験法（そのt）   

6．3．1試1強法   

一定量の底泥と湖水（2．1参照）とを11（21でも可）の三角フラスコ（試薬ビンでも可）に入れ  

る。SSとして1，㈹Omg／ト4，000mgハにをるように混合する。このとき三角フラスコ上部の空  

隙は少ない方が望まい、。これを以下の好気的条件および嫌気的条件を保ちをがら，7日間，20  

℃，暗所で放置する。  

1）好気約束件……図6－3に示したように，ホウ酸（希硫酸でも可），蒸留水を通したair（通常  

は蒸留水だけでも差しつかえをい）で底泥と湖水とを混合した三角フラスコを通気する。通気量  

m了xture  

図6－3 好気条件下における底泥一湖水混合液のインキュベーション方法  
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は，0．2－1．m／min程度でよし－。このときスタrラーで礎拝するのが望ましい。   

2）嫌気的条件……好気的条件と同様の装置で，airのかわりに窯素ガス（できるだけ純度の高  

いもの）を，0．1t／min～0．21／min程度の流放で、24時間注入する。通常，三角フラスコ内の溶存  

恨素（DO）は，0．1mg／1程度とをる。窒案ガスを注入後，すばやくシリコン栓で，三角フラスコ  

を密栓する。   

7日間放置軋底泥と湖水との混合液を0．45〃mのミリポ7フィルタ“で炉過を行う。炉過の要  

阻ま2．2．1炉過法に準烏る。また対照として，湖水のみについても，底泥と湖水との混合満と同  

様の処理を行う。これらの拒過水を．試水として，2．3，2．4，2．5，2．6に従いAGl）統轄を行う。  

底泥と湖水との混合液のAGPと抑1責のAGPから，好気的条件および嫌気的条件における底泥  

の評価をする。  

6．3．2 試験結果  

図6－4に笛ヶ浦の結果36を示す。底泥と湖水との混合滴のAGPを底泥のAGPと呼ぶこと  
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にする。供試藻軌ま，SeJ川（J∫血m c叩←～cの「乃t′J～′mである。底泥のAGPは，好気条件で処理し  

たものより，嫌気条件で処理したtJのの方がはるかに高いAGl）を示している。対照のAGPも  

同様のことが言える。嫌気条件では底泥のAGPが対照のAGPよりも高く，栄養塩添加試騒か  

ら窒素が制限要因に，また対照のAGPはリンが制限要区になっている。したがって嫌気条件下  

では底泥からリンが溶出し，底泥の藁▲賀尉官樵に及ばす去！き響が大きくなることがわかる。好気条件  

では底泥のAGPが対照のAGPと同程度であるが，リンを添加したAGPは底泥を入れたもの  

の方が高くをっており，底泥カら窒素の供給があったものと考えられる。また好気条件では，い  

ずれのAGPともリンが制限安臥二をっている。   

図6－5に貧栄養湖である日光の中禅寺湖の結果∬－を示す。底泥のAGPは，わずかに嫌気条  

件で処理した方が高くなっているが，対照のAGl）とともに小さい値である。すべてリンが制限  

要匡＝こをっている。これらのことから底泥の藻柳田殖に与える影響はほとんどをいといえる。  
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図6－5 中禅寺湖底泥のAGP（S．c叩「ほOr柁Uf祝m）   

供試藻頼を丑仙川岬血朋とした琵琶湖赤野井湾の結果細を表6－1および図6－6に示す。  

好気条件では，表層（い4cm，4－9cm屑）泥のAGPが高いが，深層（9－14cm，14【24cm屑）泥  
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表6－1底泥のAGP試験に用いた折渡中の栄華塩濃度（琵琶湖赤野井湾）  

TotalP PO√一P NH。－N NO，＋NO，一N  

Filtered lake water 

O，0¶0．4cm：Oxic  

O．0－4．Ocm：Anoxic  

4，0－9．Ocm二Oxic  

9．0－14，Ocm：Oxic  

14．0－24．Ocm：Oxic  

14．0－24．Ocm二Anoxic  

0．029  0．027  0．034  0．025  

0．510  0．440  

2．30  1．83  

0．496  0．304  

0．394  0．304  
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図6－6 琶琵湖赤野井湾底泥のAGP付す．αerαgJ乃0∫α）  

のAGPは栄養塩濃度が高いにもかかわらず，低い値を示している。EDTAを添加すれば表層  

泥のAGPに近い値になる。したがって，表層泥からEl）TAと働きの似た物質が溶出するが，  

深層泥からは溶出しをいか，あるいは，藻頬の増殖を抑える物質が溶出するとも考えられる。こ  

のように窒素やリンだけでなく，ET）■rAなどのキレート物質についても評価しうる。  
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6．4 底泥のAGP試験法（その2）   

6．4．1試験法   

図6－7に示す培養管を便屈する。この培養管は，メンプレインフィルターで仕切られたふた  

つのL字管から成る。すなわち，底泥の入った容器（底泥管という）と藻類が増殖する容器（藻  

類管という）とに分かれる。バインダーの横領を変えることによって，この培養管は回転式振と  

うやモノ型振とうのいずれも可能である。  

Sedlment Vessel  AlgalVessel  

図6－7 底泥一藻類混合培養管   

操作方法は，あらかじめオートクレープ等で滅菌しておいた容器（2．5．1に叩⊆じる）や孔径0．45／∠m  

（あるいは1．2〃m）のメンプレンフィルターなどで培養管を組み立てる。底泥管に一定量の底泥と  

2．2．1に準じる方法で祈過した湖水とを入れ（SSとして1，000mg／1～4，000mg／l），藻類管には炉  

過した湖水のみを入れる。培蕃管に入れる溶液鬼は，培養管の容横の％程度とする。藻類管には  

2．4に準じる方法で供試藻頬を接種する。それぞれの培養管に綿栓をほどこす。さらに底泥管に  

光が当たらなしゝように，黒いどニールシートかアルミホイルでおおう。   

この培養管を2．5の培養条件に準じる方法で培養し，2・6により藻類の増殖量を測定する＿0   

6．4．2 本試験法の応用   

底泥と炉過した湖水とが入っている底泥管のDOは，8mg／1程度あり，混合培養管は好気的状  

態にある。したがって本試験法は，好気的な条件‾Fで底泥が藻類の増嫡にどのような影響を与え  

るのかを検討するものである。ここでは，この試験法の応用として，底泥中のリンに着目し，好  

気的条件‾Fにおいて，藻碩の相称こ与える底泥中のリンの有効性について検討した例帥ぶせ弄す。  

ー34一   



6．4．1では炉過した湖水を使用したが，ここでは，そのかわりにPAAP培地5ト（あるいは2．3．2  

にあるAAP培地や％Gorham培．弛も可）から，リンを抜き，PHを7．5に調整したものを使用す  

る。すなわち，この系のリン源は底泥中のリンのみである。このリンがメンプレンフィルターを  

通過して藻頬管に入り，藻兼の増殖に利用される。   

まずメンプレンフィルターの孔径のちがいによるリンの移動性について検討したユ5。図6¶8は，  

リンを抜いたAAl）培地だけを入れた混合培養管の一方に，1mg／lにをるようPO。－Pを添加し  

た。すぐこの培養管を回転振とう（2．5．3参照）し，もう－・方のL手管のリン濃度を調べたもので  

ある。当然，フィルターの孔径が大きいほどリンが移動しやすいことは明らかである。孔径が  

0．45／ノm（HA）のフィルターでも，10時間でほぼ平衡に達する。通常，藻類の培憂期間は，2をい  

し3週間であるので，底泥から溶出したリンは，藻頬の増殖に比べて，十分はやく移動できると  

考えられる。  
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図6－8 混合培養管におけるフィルター孔径のちがいによるリンの移動性   

図6－9は，底泥の添加鬼に対して，S．c叩i加「乃祝r祝mの最大増穂塵と，底泥側から藻瀕側へ  

移行した全リン克とをプロットしたものである34去 底泥の添加眉に対して，藻類の最大噌締盟およ  

び底泥から溶出したリン鬼はいずれも比例関係が認められる。  
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図6－9 底泥の添加屈に対する5．c叩rJ亡0川祝抽mの最大増殖発と底泥働  

から藻類培地側へ移行したリン量   

図6－10は・供試藻碩を〃Jh一仙㍗“ほとしたときの増殖曲線を示したものである35〉。培地は，  

％Gorham培地からリンを抜いたものを使用した。供試底泥は，霞ヶ浦土浦入の水道事務所沖で  

採取したコアーサンプルの表層部（03cm）である0この底f′百中のルは，〟．伽一叩deの噌璃  

に利用されやすいリンが含まれていることがわかる。  
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図6－10 底泥の添加量に対する〃．ガ0∫－αq祝αeの増殖曲線  
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7．混合培養によるAGP試験法   

7．t 混合培幸によるAGP試験   

AGP試験法の1つの変法として，河川水や湖沼水などを植種する方法が考えられるユ8〉139■。すを  

わち，AGPがChLorelLa sp．あるいはSeLenaslrumcapricornuLumなどを接種する純粋培養で  

あるのに対して，この変法は混合培養によるAGP試験である。したがって本変法によるAGP  

を，添字Mを付しAGPMと称することとする。   

この変法の意図するところは，  

1）実験が簡略化できる。純粋培善のための煩雉な操作を必要としかパ  

2）試水に適応した藻類が優占的に増殖できる可能性が高い。  

3）自然界に近い状態で藻類生産の潜在能力が測定できる。  

などである。  

7．2 測定方法  

AGPMの測定法は2のAGP試験法に準ずる。   

7．2．1藻類の接種   

自然水のように藻類が十分に存在する試水では，接種を行わない。排水，および前処理を行っ  

た試水は，湖沼水，河川水など藻類を十分含む水を試水500mlに対して5～10ml加える。   

7．2．2 培養条件   

容器はL型培蕃管（1，000ml）を用い，試水は500mlとする。その他の培養条件はAGP．斌験と  

同様である。   

7．2．3 藻芙酎曽砥量の測定   

AGPMは乾燥重蒐の測定によって求める。また藻顆培養滴のCOr）を同時に測定すれば，CO  

Dとしての潜在生産能力が測達できる。乾燥重置およびCODとも培憂前の値を測定し，培養後  

のそれぞれの値から差し引く。培養前の値が著しく小さい場合はこの必要はか－。培養の経過に  

したがって藻類相の消長がかなり認められるので，これを記録しておくとよい。   

7．3 測定例  

湖水，排水およびその処理水，河川水についてのAGPとAGPMの測定を行い図7－1に示  

した。AGPに対してAGPNの方がやや大きい値を示している。をお，増師した茂雄をCODで  
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測達した場合，AGPNとCODの間には概ね，COD＝0．4AGP”の関係がある。  
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図7－1 AGPとAGPMの関係   

AGPH試験培養液を根絶し藻類の種あるいは属とその個体数を求め，培善前のそれと比較す  

ることによって，どの在庫が優占的に増殖し藻類群落がどのように変化するかを知ることができ  

る。表7－1に霞ケ浦木原沖の藻頬の培養前後の種類と個体数の変化を示した。培養によって培  

善前は見られなかった（検鏡の0．25ml中に発見されなかったということで，存在しなかったので  

はない）05C7JJαforJαが優占種とをっており，全個体数の70％を占めている。   

種あるいは属と個体数の変化を1つの尺度で表わすものとして次に示した多様性指数（divers・  

ityindex，上〃）がある臥‘0〉。  

βJ＝－∑P‘tnP‘  

ここで巧＝勒／〃で全個体数〃に対するよ番目の椀（あるいは属）の個体数勒の比である。蓑7－2  

に霞ヶ補木噺中（蓑7－1）のほか霞ケ浦土浦入，菅生沼および重吉琶湖の湖水の培善前後の多様性  
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衷7－1霞ヶ浦（木原沖）湖水の培養前後における種と個体数の変化  

個体数（個／ml）  
種  名  

培養前  培養後   

0∫C～JJαJoγf¢SP．   5，540   

Fr（】g∫J8rfαCγ0‘0乃e乃5fぶ  40   

Sγ乃edγαSP．  200  1，640   

ⅣdひJc祝JαSP．   60   100   

皿′25CんfαSp．   80   100   

Pedfα∫fr祝m ～g‘r（王5   20   20  

refγαedγの乃eJeg¢乃5   20   

Cん0血～e〃αヴ祝dγfざegα   20   

Ⅳepんroeッ‘ざ祝mαgαr〔〃‡ね仇聞   140  

SeJenα5Jrum minwJMm   20   100   

月戒よ5～γ〃de5mU5／αJcα～uざ   40   160   

dc‘i乃α5Jγ祝m んαnfzぶCんff   40   80  

Sce几ede5m〟βαrCl上αJ混ざ   80   

Sce¶edeぶm混ざ－0γα〃eγ乃むg   60   200  

Sc（，乃e【Je5m〟β αC祝机上乃αg址5   ■40  

Sce乃ede∫muぶ αCひi祝∫   40  

Sc（，乃ede5椚混β f氾ieγmedfな5   20  

Segれede∫m鮎∫ ゐfcαむ（hg〟5   20   

ⅣeざJeJJd占oiγγOfdeざ   200  

計   740   8．360   

表7－2 湖水のAGPMと培養前後における多様性指数の変化  

inog－N  PO．－P  CODp  AGPH  属 数   極 致  個体数   多様性指数（属）   多様性指数（種）  

（mg／1）  
（個／ml）   （decit）   （decit）  

b・C・   

霞ケ浦  
（土浦人）   0．052  17．2  31．3  9  田  四  25  560  26，300  0．784  0．589  1．070  0．643   

霞ケ浦  
（木原沖）  

0．030  15．6  41．9  田  四  15  田  740  8，360  0．852  0．509  1．040  0．540   

1．95                                                          菅生沼 （湖心）   0．079  20．3  41．5  ロ  8  ロ  8  378  11，340  0．415  0．105  0．415  0．105   
要吉琶湖  
．（堅田沖）   

0．19  0．O14  5．0  8．9  16  7  22  田  574  4，760  0．812  0．589  1．050  0．742   

b．c．；培養前  a．c．；培養後  

指数の変化とAGPMの値を示した。いずれの場合も特定の二，三の椎が優．1i的に増殖し多様乍H旨  

数が低下している。藻租が一定の物理n勺，化学的条件下で最大に増堆する場合は初めに存在した  

藻顆が一様に増殖するのではなく，ある特定の椛が優バし増殖することを示しており，AGPMの  
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意兼もここにある。   

AGl⊃目測定において，接種する自然水の紗猟培養条件等の検討が十分でをい。また多く  

の横堀の試水についてAGPMの測定を実験していか、。今後これらについて検討を加えるとと  

もに，栄養塩涼弧試験も実施する必要がある。  
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8．AGP試験による有害物質の判定法  

8．t 自然水，排水等の藻類増殖阻害   

自然水，排水等には，高栄養化をひき起こす要因とをる窒乳リン等の栄養塩類が含まれると  

同時に，藻類の増殖を阻害する有害物質が含有されている可能性がある。AGP試験を応用し，  

これらの有害物質の有無，毒性の定量化を行うことができる。   

8．1．1概 要   

あらかじめ栄養塩を添加した試水と標準培地（8．1．2参照）とを種々の割合で混合したものにつ  

いて，AGP試験（2．3～2．7に準ずる）を行う。各混合率におけるAGP試験の結果（最大増殖義）  

を，栄養塩濃度から推定した理論的最大増殖量と比較する。次式に従って増殖阻窓率を計算し，  

増殖に対する50％の影響濃度を推定する。  

試水混合培地における最大増殖薫  
×100） （8¶1）   増穂阻害率（％）＝100－   

理論的最大増殖義  

8．1．2 供試溶液の諷製（試水への栄養塩の添軋 標準増他の調製ならびにそれらの混合）   

①AAP培地（2．3．2参照）からEDTAを除いたものの62．5倍の濃度の溶液を調製する。これ  

を添加原液とする。   

②試水を2．2に準じ前処理を行った後（試水Aとする），その100mlに対し，①の添加原液1mlの  

割合で添加し，栄養塩添加試水（試水B）とし，栄養塩無添加の試水（試水A）と区別する。   

③AAP培地からEDTAを除いたものを，イオン交摸水もしくは蒸留水で62．5％γ／γに希釈  

し，これを標準培地として用いる。   

④試水Bを③の標準培地と混合し，培養に円いる供試清瀦とする。混合率の決定は以下のよう  

に行う。試水混合率は増殖阻害効果の現われはじめる混合率から，増殖がまったく見られなくを  

る混合率までの経国を，対数目盛で等間隔に致点とれるように決定するのが望ましい。通常は，  

その濃度範囲は未知であるため，本実験と同じ条件で混合率を火まかに変化させた予備実験を行  

い範囲を決定するとよい。しかし，毒性の強弱があらかじめ予想される鳩舎には，表8－1に従  

って混合率を決定する。   

8．1．3 AGP試験   

供試藻類種として5・C叩γfco川混J〟mを用い，8．1．2で調製した標準闇也ならびに供拭溶液につ  

いて，2．3－2．7の方法に従いAGP．湖東を行い，最大増析i言とを求める。  
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蓑8－1 試水混合率の決定  

毒性が高いと  
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8．1．4 試水Aの栄養塩分析  

試水Aについて，溶解性無機態窒素［（NH。－N）＋（NO3rN）＋（NO，一N）］をらびに1）ン酸態リ  

リンの分析を行う。   

8．1．5 結果の整理  

①理論的最大増殖鬼の推定：培地中に窒素，リン以外の軍費塩類が充分に存在し，毒性もなし、  

場合には，5．c叩rgCOr乃〟J封印の最大増殖量は窒素もしくはリンによって制限される（2・2．5およ  

び5参照）。溶解性無機能窒素をN，リン醜態リンをPと表わせば，培地（供試溶液）中の0．001  

mg／1のNは，乾燥重量として最大0．038mgdw／1の藻体を生産する。同様に0・001mg／lのPは，最  

大0．430mgdw／lの藻体を生産する（ただしPが0．01mg／l以上の場合）川。したがってこれらの関係  

から最大増殖男の子測が可能である。ただし予測値と実測値は±20％の範囲で適合する。   

供試溶液における理論的最大増殖塁は，標準培地中のN，Pおよび，それに混合された試水中  

のN，Pそれぞれの和から次のように計算する。試水中のN，P濃度は8．1．4で測定した値を用  

いる。  

Nによる推定   

）＋（鷲歪芸 理論自ア慧ミ粁＝昔豊×〔（慧芸笠誓／1）（mg／l））×  
混合率（％）  

（8－2）  

Pによる推定  

理論的最大増殖鬼  
（mgdl＼ノ1）  

混合率（％）  

㌶諾×〔（讐蓋笠霊′l，）＋（雷歪芸（mg／．））×  100  

（8－3）   

たとえばここで用いた標準培地のN，P濃度はそれぞれ，2．625mg－N／1，0．116mg－P／1である0  
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止式から理論的最大増殖量を求めるとNによる推定では，99．8mgdw／l，Pによる推定では49．9  

mgdw／1である。したがってこの標準培地ではリンが制限とをっており，理論的最大増殖量は約  

50mgdw／1と推定できる。   

②毒性の評価：供試溶液それぞれの最大増殖量（実測）および理論的最大増殖曳から（8－1）式  

を用いて，増殖阻普率（％）を計算する。得られた増殖阻蓄率をそれぞれの試水損合率に対して，  

対数一確率紙上にプロットし畳作用直線を求める。グラフから確率50％に対応する混合率を求め，  

50％増殖阻書濃度（EC5。）の値とする。   

8．1．6 EDTA添加試験   

試水に含まれる有害性物質が重金属の場合，EDTAを添加することにより，毒性が低下する  

可能性があるoしたがって，栄養塩添加試水にEDTAを添加してAGP試験を行い，EDTAを  

添加しをいものに比べ増殖阻害効果が減少（増殖急が増加）した場合，有書物質が重金属である  

と判断できる。   

試験方法：試水B（8・1・2）にEDTAをNa2EDTAとして10mg／1となる臭う添加し，これを供  

試溶液とする。2・3～2．7および8．1．5に従いAGP舐験を行い，増殖阻害率を算定する。  

8．1．7 試水AのAGP試験  

栄蕃塩無添加の試水Aについても，AGP試験を行い，試水自身のAGPを測定する。  

8．1．8 実例（埋立地浸出水の毒性評価）▲2J  

8．1．2～8．1．7に準じて行った毒性評価の1例を次に述べる。  

1）試験条件   

試水は，モントリオール近辺の埋立地浸出水である。標準培地への試水Bの混合率は1叫56，  

32，18，10，5・6，3・2，1・8，1・0，0％の10段階とし，他に試水Bに10mg／lのEDTAを添加し  

たもの，試水Aについてもそれぞれ3連のAGP試写粂を行った。培養酒客積は125，nl容の三角フ  

ラスコに対し40mlとした。したがって試水の必要量は約600mlである。接種藻の初期濃度を約  

1，000細胞／mlとなるように，各培養容器に培養令7～14日の藻体を約40，000細伯／m】に濃縮した  

ものを1mlずつ接種した。増殖鬼はコールターカウンタにより細胞数を測定し，乾燥重鬼に換算  

して求めた。   

2）結 果   

培責結果を表8－2に示す。EC5。を求めるためのグラフを図8－1に示す。この試水のEC5。  

は試水の混合率16％であることがわかる。統計処理を行い，95％信頼区間を求めたところ，EC5。  
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黄8－2 埋立地浸出水の毒性試験結果‘2ノ  
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図8－1埋立地浸出水のAGPによる毒性試験■2ト（EC5。の算定法）  
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の95％信仰区閥は6．3－40．8％であることがわかった。またEI〕TAを添加しても，増殖阻号室；：効果に  

著しし、変化が見られないことから，試水の希阻ま、重金属イオンではをし－か，あるいは添加した  

EDTAの是が不足しているのかどちらかであろう。   

8．－2 既知物質の毒性評価   

一般に自然水，排水等による藻類増鋸の阻軋ま，椎々の要因の複合効果であろう。しかしなが  

ら，その主な要軌ま重金属イオンであったり，無機あるいは有機のある特定の化合物であったり  

する。特売の化学物質が，藻脚こ対しどのような去†三軍を及ぼすかを調べることも必要である。こ  

こでは．環境中で変化を受けやすい勒儲と，安けにくい物仔とに分けて，その毒件の評価方法に  

ついて述べる。  

環境中で変化を受けやすい物官！iの毒性を調べるための試験は，短期間の培養で結果が出る方法  

が望ましい。このため通常のAGP試験のように最大増堆還を測定するのではなく，最大比増姉  

速度を測定する。これに対し，環境中で変化しにくい物賞については，最大増殖還をらびに最大  

比増殖速度のいずれを測定してもよい。   

最大比増殖速度の変化による毒性評価と最大増鯖卦二よる毒性評価の方法を以下に述べる。   

8．2．1最大比増殖速度の変化による毒性評価方法   

標準培地に既知濃度の供試物質を添加し，供試物鍔濃度と最大比増殖速度の関係からEC5。を  

求める。  

〔1）濃度範囲の決定   

供試物賞の毒性の現われる濃度についての知見がまったくか、場合には，広し－濃度綻周にわた  

る予備試験を行い，本試験の濃度範囲を決める。濃度節慨の目安がついたら，その托凶内で，対  

数目盛りで等間隔に試験濃度を決める。  

（2）供試溶液の調整   

供試物質を標準培地（AAP培地等，接種藻郎掛二応じ適当に選択する）に添加して，前項で定  

めた濃度の溶液を調製する。調製はどんケ方法を用いてもよいが，標準培地をあらかじめ一定過  

つ培養フラスコに分注し，その100mlに対L，供試物質の濃厚原液を1mI瑞度加えるようにする  

のが便利であろう。供試物暦の添加により培蕃液のpHが犬巾に変化する場合には，供試物質に  

変化がか一粒園で1N HClあるいは1N NaOHを加え，pHを6．5～8．5に調整する。  

（3）接 種  

本法は短期間の培養における比増殖速度の測定から，毒性を評価するため，接種する産休の状  
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聾，毘等には充分注意を払わねばをらをし－。j静養の彷開から，一定の増柄速度で噌姉させるため  

には，紺汚毒において，対数増柄期にある篠†本を紳種しをければならかゝ。もし対数増納期を過  

ぎ，定常状腰にはいってしまった藻体を用いると，対数増飛の郎＝こ長い誘朝粥が現われるため，  

短時間で比増殖速度を求めることが圃稚とをる。  

Jl肘汗養の方法は2．3，2．4に准ずるが，接種溌は次のようを理由により，変更することがある。   

接種の毘は，藻体昆の測定方法の感度により，ある程度決められてしまう・。しかしをがら，－・  

肘二溶滴中の有害物持農度が一定である場合．生物体濃度が低い方が詣阻二敏感であるので，で  

きるド月り，藻体昆は低くするカが聖呈ましい。   

接種罠の例を衷8－3にホす。接種昆宜決めたら，前培養において対数増納期にある藻†本を濃  

縮し，培地100m】に対し1～2ml程度の割合で加え，所定の初期藻体長が得られるようにする。  

表8－3 接種量の例（5，C叩r加「乃〟J〃m）  

測定方法  養  初臓根 探護  接種原液  

2×10㍑剛泡／ml lOnm1 2×10‘細胞／m1 1m】  

2×105抑伯／m】100mt  2×107紳抱／m1 1m】  
計数法（コールターカウンタ）  

クロロフィルα（けい光光度言t‘）‘3J 2×10一細胞／m1 200m1 2×106細胞／m1 2m】  

r4）培養条件  

培養条件は2．5に準ずる。  

（5）増殖蒐の測定   

植椀後，適当な間隔で数回，産休見を測定する。たとえば，6時間後，12時間後，24時間後，  

36時間後，4即寺間後の5点をとる。測定加去は，充分な感度が得られるをらば，2．6で述べたどの  

方法を用いてもよい。  

（6）結果の整理   

藻体曳を培養時間に対し，片対数方眼紙上にプロットし，直線を得る。この直線の傾きから最  

大比増補速度〃を求める。得られた最大比増飛速度を標準増地での値と比較し，阻害率を求める。  

供試溶掛こおける最大比増殖速度  阻害率（％）＝100－（   
×100）  （針－4）  標準培地における最大比増殖速度  

次に，供試物門濃度と，阻害皆の関係を対数碓率祇l二にプロットしEC5。を三匡める。  
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8．2．2 最大増穂j話の変化による毒性評価方法   

標準培地に既知濃度の供試物質を津朝し，供試物閂濃度と最大増殖良との関係からEC5りを求  

める。   

試験方法については，8．2．1，2．3～2．7，8．1．5に准ずる。  

8．3 補 遺  

8．3．150％影響濃度（EC5。）の求め方  

†‖ 試水混合率あるいは供試物揮濃度と阻害率（％）の表をつくる（表8－2参照）。  

（2）対数確率紙（図8－1参順）の横軸に，試水混合率あるいは供試物餌濃虐虻とり，縦軸に最   

大増殖量あるいは最大比増殖速度に対しての阻蜜率（％）をとり，（1）で作成した衷の測定値をプ   

ロットする。ここで得られた直線上で，確率50％に相当する混合率あるいは濃度をEC50と   

する。   

8．3．2 比増穂速度（〃）の求め方  

（1）対数増殖期における藻類の増殖速度は，次式のように表わせる。   

器＝〃C・   

ただし，C：培登時間乙における藻体見  

！：培養時間  

〟：増殖速度定数（比増殖速度）  

である。（8－5）式を積分すると次のようになる。  

In・＝〟乙  

IneC＝〟t＋lnCo  

logl。C＝（〟／2・303）～＋loglOCD  

（8－5）   

ただしC。は孟＝0における藻体量である。   

したがってlog川Cをtに対して図示した直線の傾きは〃／2・303に等しい0  

（2）測定した藻体畳の対数を培養時間に対してプロットする。この直線の傾きを最小二乗法で  

求め，2．30ヨを乗じて〟を計算する。例を図8－2に示すD  
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