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有明海底質細胞外ポ リマーの性状 と底質安定化への効果

The Characterization of Extracellular Polymeric Substances in Ariake Sediment and Its effects of

Stabilization of Sediment

大石 明広1・ 原 田浩幸2・ 河野 泰訓3・ 志 岐 昌彦3・ 山本浩一4・ 速水 祐一5・

井 上勝 利6・ 川 喜多英 孝7・ 大 渡啓 介8

Akihiro OISHI, Hiroyuki HARADA, Yasukuni KAWANO, Masahiko SHIKI, Kouichi YAMAMOTO,

Yuichi HAYAMI, Katutoshi INOUE, Hidetaka KAWAKITA and Keisuke OHTO

The extracellular polymeric substances (EPS) of Ariake Sea sediment were isolated from Ariake Sea sediment.
Distribution of monosaccharide and uronic acid determined. The soluble EPS fraction showed distribution of
monosaccharides with Galactose, Glucose, Xylose,, Rhamnose, Fucose and size distribution showed polymer of around
103-107, and monomer of 102 Da. The relationship water content, the ratio of chlorophyll-a/feo pigment and carbohydrate
were maintained in summer to winter. Result of rheological experiment that EPS, Slurry with EPS and sediment behave
as viscose, non-Newtonian flueids. Flow curve for the slurry were unidentical and effects of the addition of EPS in the

presence or absence of Ca2+.

1.　は じめ に

有明海では透明度および海水中のCODが 近年増加 し

ている.前 者は赤潮の発生を助長するために問題視され

ている(後 藤 ら,2001;有 明海 ・八代海総合調査評価委

員会,2006).我 々 は有明海 の透明度上昇およびCOD

増 加 の要因のひとっとして,底 質付着生物や人的生産

(養殖海苔)な どが生産する細胞外 ポリマー(EPS)が

底質に影響を及ぼ し,底 質の再懸濁を抑制し,ま たこの

EPSが 海 水中に溶出す ることでCODを 上昇させている

と考えた.よ って本研究では有明海底質か ら抽出 した

EPSの 化学的評価と底質の凝集 ・安定化に及ぼす効果を

明 らかにすることを目的とした.

干潟の安定化に関 して,付 着系藻類が分泌する細胞外

ポ リマー(Extracellular Polymeric Substances, EPS)が

関与 しているとの報告がある(Brouwer J.F.C.deら,2005).

有明海の透明度増加の原因としては様々な要因が考え ら

れるが,そ の要因の一つとしてEPSに つ いて考察する

ことは,底 質では区分けされない底質中の全糖としての

評価(松 原ら,2004)し か なされていない重要であると

考えられる.

2.　実験方法

(1)　底質からのEPS抽 出操作の検討

EPSの 抽 出方法には次のような方法が提案されている.

凍結乾燥 した底泥を30℃ で1時 間蒸留水と接触 し,そ

の後3500g,15分 間 の遠心分離を行 う方法(Brouwerら,

2005).

底 質500mgに 対 して蒸留水1cm3を 加え,30℃ で1時

間接触 させ,2800g,10分 間 の遠心 分離 を行 う方法

(Winder B.deら,1999).

凍 結乾燥底質5～55mgに 蒸留水0.4cm3を 加 えて30℃

で1時 間接触させ,6000g,5分 間 の遠心分離を行 う方法

(Brouwer J.F.C.deら,2001).

共 通す る点は30℃ で1時 間接触させること,そ して蒸

留水を用いることの2点 であり,底 質に対する蒸留水の

固液比,遠 心分離の速度,時 間ともに異なっている.本

研究では参考文献(Brouwer J.F.C.deら,2001)に 基 づ

き,凍 結乾燥汚泥0.1gを 蒸留水0.8cm3に 懸濁させ,回

転型撹拝器を用いて30℃ で1時 間撹拝 した.そ の後6000g,

5分間 の遠心分離を行い底質か らEPSを 抽 出した.抽 出

したEPSに は構成が不明なポ リマー状の炭水化物が含

まれており,そ の評価には単糖,シ アル酸,ウ ロン酸お

よび分子量分布の分析が行われ る(Brouwer J.F.C.de,

2006).本 研 究ではポ リマーを構成す る単糖 と糖鎖のマ

トリックス構造に関与す るウロン酸の分析をHPLCに

よって行 った.ま た炭水化物としての評価 には,全 糖お

よびウロン酸の分析をそれぞれフェノールー硫酸法およ
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び カ ル バ ゾ ー ル ー硫 酸 法(松 田 編,1989)に よ っ て 行 っ

た.更 にEPSを 粉 末 と し て 回 収 す る た め,EPS水 溶 液

に 対 して4倍 量 の特 級 ア セ ト ンを 添 加 す る こ とで,EPS

を沈 殿 させ,そ の後 吸 引 ろ過 を行 い,残 渣 を 回収 し,乾

燥 さ せ る操 作 を行 った.こ の操 作 に よ って 得 られ た 試 料

1.24mgに2mol/dm3の ト リ フ ル オ ロ酢 酸0.2cm3を 添 加

し,100℃ で6時 間 加 水 分 解 した後,減 圧 乾 固 を行 っ た.

残 渣 を蒸 留 水0.2cm3に 溶 解 さ せ,0.22μmの フ ィル タ ー

で ろ 過 後,希 釈 し,0.05cm3を ポ ス トカ ラ ムHPLCシ ス

テ ム に よ って 分 析 した.移 動 相 と して0.5mol/dm3ホ ウ

酸 カ リウ ム 緩 衝 液 を 用 い,中 性 糖 の 検 出 波 長 はEx.320

nm Em.430nmと し,ウ ロ ン酸 はEx.360nm Em.430nm

と し た.カ ラ ム 温 度 は70℃ で 一 定 と し た.ま た,GPC

に よ っ てEPSの 分 子 量 を 推 定 した.な お 供 試 底 質 は

2007年12月5日 に お け る干 出 時 のSt.A(図-1)か ら コ ア

で 採 取 し,表 層0.5cmを カ ッ トし,凍 結 乾 燥 した もの で

あ る.

図-1　 現 地 での採 泥 ポイ ン ト

(2)　現地底質中のEPS含 有量

図-1に 示 す有明海の調査測線において2007年8月 ～

2008年2月 にかけ,表 層1cmの 底質を採取 し,(1)の 操作

によってEPS含 有 量を測定 した.ク ロロフィル-aは 凍

結 した底質を,ま た含水率はコア採取底質を対象に測定

した.EPS含 有量は全糖量(松 田編,1989)と して,ク

ロロフィル-aは90%ア セ トンで抽出 し,測 定 した(中

島ら,1994;Brouwer J.F.C.deら,2005).含 水比 は土質

物性測定法(農 林水産技術会議事務局監修,1982)に 従 っ

た.

(3)　EPSの 粘性変化

底質か ら抽出 したEPS水 溶液を遠心濃縮機で濃縮 し,

粘度計で30℃ におけるずり速度とず り応力の関係を調べ

た.測 定には(株)BROOKFIELD社 製,回 転粘度計DV-II

+Proと 共軸二重 円筒を用いた.ま た,同 時に調整 した

EPS水 溶液3本 を4℃ で保存 し,そ れぞれ5,7,10日 後 に

同様の測定を行った.

(4)　EPS添 加 による底質の粘度への影響

凍結乾燥 した底質に蒸留水を加えて試料とし,こ れに

粉末EPSの 添加/無 添加,CaCl2の 添 加/無添加の組み合

わせにより,ず り速度 とずり応力の関係を(株)BROOKFIE

LD社 製,回 転粘度計DV-II+Proと 共軸二重円筒を用

いて30℃ の条件で測定 した.EPSは10cm3の 試料に4mg,

カ ル シウムは底質1gに 対 して300μgに なるように添

加 し,そ れぞれの対象系 とブランクも考慮 した.カ ルシ

ウムの添加 は2価 金属 の影響(Brouwer J.F.C.deら,

2002)を 調 べるために行 った.

3.　結 果 と考察

(1)　EPSの 回収とその性状

回転撹拝時 間に対する全糖溶出濃度の変化を図-2に 示

す.全 糖は速やかに溶出 し,1時 間で最大濃度に達 した

後濃度が減少 した.こ れは底泥間隙水中に含まれていた

EPSが 底質粒子に再吸着 したことが示唆される.時 間変

化に対す るEPS量 変化の報告 は見あたらず,1時 間 での

溶出で回収 している(Brouwer J.F.C.deら,2005).

図-2　 底質からのEPS成 分の溶出と再吸着

表層0.5cmの 底 質か ら抽出 した粉末EPSの 全 糖,ウ

ロン酸,タ ンパク質の含有量はそれぞれ5 .9%,1.2%,

1.9%で あ った.有 明海底質中の有機物含有量 に関 して,

糖 はタンパク質に比べて少ない(松 原 ら,2004)が,今

回用いたEPSに 含 まれる糖の割合はその約3倍 であった.

また単糖 としては,表-1に 示すように7種 類の中性糖 と2

種類のウロン酸か ら構成 されていることが確認された.

多糖 を構成する単糖の種類は干潟域での既往の報告
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表-1　 EPSを 構成 す る単糖 お よび ウ ロ ン酸

(Brouwer J.F.C.deら,2002)と ほぼ同様であった.

そ の多 くが干潟における表層1mm以 内 の生物マット

内での報告であるため(Winder B.deら,1999),単 純 に

結果を比較することはできないと考えられる.し かしな

がら,生 物マットと同様の種類の構成糖が低濃度ながら

有明海底質に検出されたこと,お よび糖鎖のマ トリック

スを構成することが報告 されている(Kristina Mojicaら,

2007)ウ ロン酸がこれ も低濃度なが ら有明海底質に存在

することから,構 成糖がマ トリックスを形成 し底質を安

定化 させる可能性があることを示唆 している.

図-3に 分 子量分布を示す.ポ リマーとしては分子量

103-107Daの 範囲において幅広い分布を示 しているが,

その多 くが103-105Daの 範 囲に存在 していると考え られ

る.ま た,102Daに ピークが検出されていることか ら

モノマーの存在 も確認 された.既 往の研究(Brouwer

J.F.C.deら,2002)と は分子量 に大 きな違いが見 られる

ことか ら,EPSを 回収する対象によってEPSの 性 状 も

異なって くることが示唆される.

図-3　EPSの 分子量分布

(2)　現地でのEPSの 状況

全糖量 と含水率の関係を図-4に 示 した.デ ータは図-1

に示 したSt,A～St.Gの 底質を用 いて得 られた ものであ

る.月 別に全糖量 と含水率の関係を見 ると,9月 を除い

てR2=0.677～0.840と 高 い相関が取れてお り,EPSが 底

質 の保 水 状 態 に影 響 して い る こ と が示 唆 され た.

図-5は2007年8月 ～2008年2月 の ク ロ ロ フ ィ ル-a/フ ェ

オ 色 素 と全 糖 量 の 関 係 を 示 して い る.ク ロ ロ フ ィ ル ーa

と フ ェ オ色 素 の 比 は,分 解 した ク ロ ロ フ ィル-aに 対 す

る分 解 して い な い ク ロ ロ フ ィ ル-aの 割 合 を表 して い る.

月 別 に ク ロ ロ フ ィ ル-a/フ ェ オ 色 素 と全 糖 量 の 関 係 を見

る と,10月(R2=0.372),1月(R2=0.677)を 除 き,R2=

0.565～0.908と 高 い相 関 を示 した.そ の た め,底 質 付 着

藻 類 に よ る 光 合 成 が 増 加 す る こ とでEPSの 生 産 が 増 加

す る こ とが 示 唆 さ れ た.ま た,ク ロ ロ フ ィル-a/フ ェ オ

色 素 の 値 が0.5よ り も小 さ な ポ イ ン トに お い て は全 体 的

に 低 い 全 糖 量 を示 して い る こ と か ら も光 合 成 とEPSの

生 産 が 関 係 して い る こ とが 示 唆 され る.既 往 の 報 告 で も

ク ロ ロ フ ィ ル-aの 増 加 に よ り,全 糖 量 が 増 加 す る こ と

が 確 認 され て い る(J.F.C.de Brouwerら,2006).

図-4　EPS(全 糖量評価)と 含水率の関係

図-5　EPS(全 糖量評価)とクロロフィル-a/フェオ色素の関係

(3)　EPSの レオロジーと底質安定化への影響

ずり速度とず り応力の関係よりEPS水 溶液は非ニュー

トン流体の挙動を示す ことが確認 された(Wloka M.ら,

2004).EPS水 溶 液の測定結果 は切片を有する直線関係
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とな っており(図-6),切 片 は降伏応力と定義される.

これはEPS水 溶 液が降伏応力までは流動せず,降 伏応

力以上では応力とず り速度が比例することを示 している.

降伏値はEPS溶 液 の静置時間とともに増加 し,静 置時

間1週 間では約4倍 の値 となった.こ れはEPSが 水分子

によって水和された結果,安 定化 したためであると考え

られる(Dade W.B.ら,1996).

底質 懸濁液においてはEPS単 独 の場合 と異なり非 ビ

ンガム流体の挙動を示 した(図-7) .底 質 のみの場合 は

ずり速度によるず り応力の変化は小さく,わ ずかに増加

した.こ れに対 し,EPS添 加系およびEPSお よ びCa2+

添 加系の場合は,ず り速度20s-1ま で速度の増加 によっ

て著 しく応力が増加 した後,増 加の割合 はやや減少 して,

直線的な比例関係になった.EPSは 単独では効果を発現

しないCa2+と 共存す ることによって底質の粘度を増加

させた.

図-6　EPS水 溶液の静置時間に対する粘度変化

図-7　 底 質懸 濁液 の粘 度 に対す るEPSとCa2+の 影響

これ はCa2+に よ ってEPS中 の 負 電 荷 を 持 つ ウ ロ ン酸

が架橋され,粘 性 を発現するためであると考えられる

(Brouwer J.F.C.de.ら,2002).

4.　ま とめ

(1)有 明海底質よ り抽出したEPSの 性 状を検討 し,水

に溶出しやす く懸濁物質に吸着され易いことを明ら

かにした.

(2)現 地 の底泥において,EPSの 全糖濃度 はほぼ含水比

に比例 し,季 節や場所によって濃度が変化すること

を確認 した.

(3)EPSが ビンガム挙動を示 し,降 伏値が時間とともに

変化することを明 らかにした.

(4)EPSを 添加 した底質懸濁液は非 ビンガム流体挙動を

示 し,Ca2+の 共存系において著 しく底質の粘度が上

昇することを確認 した.
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