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〔水 質 汚 濁研 究　 第12巻　 第7号　 431―440　 1989〕

〈論 文〉

硫黄脱窒菌の集積 と単体硫黄への馴養

橋 本　 奨*　 古 川 憲 治*　 塩 山 昌 彦*

Enrichment　 of　Sulfur　 Denitrifying　 Bacteria　 and　 its　Acelimation　 to　Elemental　 Sulfur

Susumu　 HASHIMOTO*,Kenji　 FURUKAWA*　 and　 Masahiko　 SHIOYAMA*

* Department of Environmental Engineering, Faculty of Engineering, Osaka University, 2-1, Yamada-Oka, 

  Suita-shi, Osaka 565 Japan

Abstract

 In order to utilize the denitrifying capability of sulfur denitrifying bacteria for nitrogen 

removal of wastewater, the preparation method of enrichment culture with high denitrification 

activity and the acclimation method of this enriched culture to elemental sulfur were investigat-

ed. 

 Isolation of Thiobacillus denitrificans was carried out in order to evaluate the denitrifying 

capability of T. denitrificans. The enrichment cultures of T, denitrificans were easily established 

from various inoculating sources, such as activated sludge and the bottom mud of polluted river, 

in a medium wherein HCO3- was used as the inorganic carbon source and S2O32- and S0 were 

used as the reduced sulfur source. Plating cultures of these enriched microorganisms were 

conducted and the single yellow colony, in which the deposit of sulfur particles was observed, 

was obtained. A pure single isolate was obtained through repeated plating cultures, and was 

identified as T. denitrificans. 

 The medium which was defined by K. Baalsrud was found to be a suitable medium for the 

enrichment culture of sulfur denitrifier. The stoichiometric values of autotrophic sulfur 

denitrification reaction such as YS, Yalk, Yob and CR for enriched microorganisms were in fair 

agreement with the theoretical values, so that the nitrogen removal capability of the enriched 

culture was proved to be mainly governed by the denitrification capability of sulfur denitrifier. 

The sulfur denitrifier which were acclimated to S2O32- could be successfully acclimated to 

elemental sulfur by the gradual stepwise replacement of S2O32- to elemental sulfur. Denitrifica-

tion reaction by the enriched sulfur denitrifier followed the zero order kinetics. The specific 

denitrification rates of enriched microorganinsms were 9.4 mg-N •Emg -1 TOC •Ed-1 in case of S2 

O32- and 2.5 mg-N•Emg -1TOC•Ed-1 in case of S0, respectively, which were comparable with that 

of heterotrophic denitrifiers.

 Key words: Thiobacillus denitrificans, denitrification, sulfur oxidation, enrichment culture, 
isolation, elemental sulfur, S2O32-, acclimation

1。 緒 言

自然 界 には,脱 窒 反応 の電子供 与体 と して有 機物 を

要 求す る他 栄養 脱窒 菌(heterotrophicdenitrifier)の

ほ か に,S2一,So,S2032―,S4052―,SO32一 な どの 還 元

硫 黄 化 合 物 を 脱 窒 反 応 の 電 子 供 与 体 と して,こ れ を酸

化 す る と ぎ に 発 生 す る エ ネ ル ギ ー を 利 用 し て 生 育 で き

る 自栄 養 脱 窒 菌(autotrophicdenitrifier)の 丁宛ioろα6ill循
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denitrificansが 存 在 す る。他栄 養脱 窒菌 を利 用 す る場

合,有 機物として高価なメタノールを使用したり,汚

泥循環を頻繁に行 うなど,経 済面で強く制約され,そ

れが本法の普及を妨げている。しかし,コ ストの安い

粉末あるいは粒状硫黄を電子供与体とする硫黄脱窒細

菌の脱窒反応を下廃水処理に活用できれば,極 めて安

価に硝化二次処理水の脱窒や,電 子供与体の不足する

脱窒槽の脱窒能力の向上が図れるので,生 物学的窒素

除去法の普及が期待でき,水 質汚濁防止に果たす役割

は極めて大きい。しかし,硫 黄脱窒細菌の脱窒反応条

件や最適生育条件など,実 施設へ適用するための基礎

的 知 見 は 極 め て 少 な い 。そ こで,T.enztriicansの 純

粋分離を行い,本菌の特性について検討するとともに,

自然界から硫黄脱窒能の高い混合菌を集積し,さ らに

集積菌の単体硫黄(so)への馴養について種々検討を加

え,有 用な知見が得られたのでその研究結果を報告す

る。

2.T.denitrificansの 特 性 に つ い て

2.1T.denifrificansの 一 般 的 性 質

T.denitrificansは,還 元 硫 黄 化 合 物 のSO42-へ の酸

化時 に,NO3-をN2に 脱窒 で きる胞 子形 成 の ない 自栄

養性 グ ラ ム陰 性桿 菌 で,そ の細 胞 の大 き さは0.5×1.0

μmで あ る。 この細 菌 は,02,NO3―,NO2-,NO,N2

0を 硫 黄 酸 化 の最 終 電子 受 容体 として用 い,SO42一 が

最 終生 産物 で あ る。 ただ し,本 菌 の生育 に は,最 終電

子 受容 体 として,NO,-よ り0、を好 む が,脱 窒反 応 は

02が な く,NO3-の 存在 す るいわ ゆ るanoxic環 境条 件

で のみ 起 こ り,生 育 最適pHは,6～8の 中性域 にあ

る。

T.denitrificansに よ るNO3― か らN2へ の 還 元 反 応

は,NOを 還 元 中 間 体 とす る 次 の よ うな 経 路 で 進 行 す

る1)。

NO3-→NO2― →NO→N20→N2

NO3ー を 最 終 電 子 受 容 体 と し て 生 育 す るT.denitri-

zcansに は,チ トク ロー ム系 の 電 子 伝 達 系 が 存 在 す る

が,NO,― の還 元 反 応 が0、 に よ り阻 害 を 受 け る こ と か

ら,T.denityificansに は,互 い に 関 連 す る2つ の 電 子

伝 達 系,ま た は,分 岐 した 電 子 伝 達 系 が 存 在 す る2)と さ

れ て い る。T.denitrificansは,絶 対 化 学 独 立 栄 養 細 菌

(obligatechemoautotrophicbacteria)で,CO2,

HCO、 ―,CO32― な ど の 無 機 炭 素 を 炭 素 源 と して 利 用 し

て 生 育 す る 。

2.2T.denifrific,∂nsに 利 用 さ れ る還 元 硫 黄 化 合 物

T.denityificansは,前 述 の よ うに 還 元 硫 黄 化 合 物 を

02,ま た は,NO3-に よ っ てSO42-に 酸 化 す る際 に 発 生

す る エ ネ ル ギ ー を 利 用 し て 生 育 す る 。 硫 黄 は ―2か

ら+6の 酸 化 数 を と る が,そ の う ち 還 元 硫 黄 化 合 物

は,―2,0,+2,+4の 酸 化 数 を もつ も の で,S2ー,so,

S2032―,S4062―,SO32-が 利 用 さ れ る 。T.denityificans

に よ る脱 窒 反 応 で は,こ れ ら還 元 硫 黄 化 合 物 は電 子 供

与 体 と し て 働 く の で,酸 化 数 の低 い 硫 黄 化 合 物 の 方 が

脱 窒 の 効 率 は高 くな る。

BisogniとDriscoll3)は,Tdenitrificansの 脱 窒 反 応

にお け る硫 黄化 合物 の コス トを電 子 当量 当た りの薬 品

コス トで比 較 し,単 体 硫 黄(so)が 最 も経済 的 な電子 供

与 体 であ る こ とを 明 らか に して い る。

soの 特 徴 として,資 源 的 に豊富,安 価 で,貯 蔵 が容 易

な上 に取 り扱 い 性が 良 く,毒 性が な いな どが挙 げ られ

る。S2032― は,溶 解度 が 高 い上,毒 性 も少 な く,取 り

扱 い 性 も良 い こ とか ら,T.denitrificansに よ る脱 窒 反

応 の電子 供与 体 として多用 され て きた が,単 位重 量 当

た りの電 子含 有量 が低 い上,高 価 で あ る こ とか ら下廃

水処 理 に応 用 す る際 の 電子供 与体 として は適 してい な

い。Na2Sな どのS2一 は,単 位 重量 当 た りの電 子含 有量

が一番 高 く,還:元 力 の 強い硫 黄化 合物 であ るが,i薬 品

として の コス トがsoに 比 べ て高 い上,毒 性,臭 気 が あ

り,取 り扱 い性,貯 蔵 の容易 さな どの点 でsoに 劣 る。

3.実 験材 料お よび方法

3.1集 積 培養 の方 法

培 地B、(Table1の 組 成)50mlを,ガ ス交換 装置 付

きの80ml容 のL字 管(:Fig。1)に 入れ て,こ れ に約1%

容 の植種 源(大 阪府下 の汚 濁河 川 の底泥,池 底泥,下

水処 理場 の余 剰汚泥,消 化 汚泥 な ど)を 加 え て,30℃

の嫌 気条 件 で振 蛋培 養 す る こ とに よ り硫 黄脱 窒細 菌 を

集積 した 。 ガス発 生 と培 養液 に 白濁 の み られた試 料 に

つ いて,10代 まで の継代 培養 を重 ね て,脱 窒 活性 の高

い硫黄 脱 窒細菌 の集 積 をは か った。

3。2τ.denitrific∂ ηsの 純 粋 分 離 法

集積 培養 におい て,最 も生 育 の よか った培 養液 を生

理 食塩 水 で希釈 し,2%寒 天 を含 む培 地B、 の平板培 地

に表 面 塗 抹 した 後,気 相 をN2ガ ス で置 換 した デ シ

ケ ータ ー内で,30℃ で培養 した。 デ シ ケー ター内 に残

存 す る微 量 の酸 素 はBBLGasPak(BectonDickin-

son社 製)で 完全 に除去す る と ともに,メ チ レン ブル ー

指示 薬 にて デ シケ ータ ー内部 の嫌気 度 を チ ェ ック しな

が ら培養 した。単 一 コロニ ーを釣菌 後,同 様 の手法 で

平板 培養 を5回 以上 繰 り返 し,菌 の純化 を は か った。

3.3回 分培 養試 験 の方法

集 積培 養液 を種汚 泥 とし,ガ ス交 換装 置 を装着 した

500ml容 の ヒダ付 き フ ラス コ(:Fig。1)に,200～300

mlの 培地B、 を入 れ,こ れ に約5%容 の前記 集積 培養

液 を加 え,30℃ の嫌 気条 件下 で振 盤培 養 を行 い,集 積

水質汚濁研究38
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培養菌 の増殖 に及 ぼす培 地成 分 の影響 を検 討 した。 ま

た,集 積 培養 菌 の 回分培 養特 性 は,騒g。2の 回分培 養

装置 を用 い て水温28℃ で調べ た。

3.4集 積 培養 菌 のso馴 養 方法

適量 のNa2S203を 添加 した培地S(Tab置e3)にNa2

S203添 加培 地B1に よ る集積 菌 を懸濁 させ,:Fig。2の 培

養装置 を用 いて28℃ で 回分培 養 した。

NO3―Nが 消 費 され,ガ ス発生 が停 止 した段 階 で培

地 に補 填 す るKNO3とNa2S203の 量を調 製 して,培 地

中 のS203―S/So比 お よびS203―S/NO3―N比 を段 階 的

に低下 させ なが ら回 分培 養 を9回 繰 り返 し,集 積 菌 を

soに 馴 養 させ た。なお,soは 市販 の硫 黄 を粉砕 し,粒 径

を フル イで74～105μmに 調 整 して使 用 した。

3.5分 析方 法

培養 混 合液 を遠 心 分離(5,000rpm,15分 間)し て,

上 澄液 と沈殿 物 に 分 け,上 澄 液 につ い て はNH4―N,

NO2ーN,NO3-N,S2032―,SO42-,pHお よびアル カ

リ度 を測 定 した。NH4-N,NO3-Nは コー ンウ ェイ微

量 拡散 法4)で,そ の他 の項 目は下 水試験 方 法5)に よ りそ

れぞ れ分 析 した。培 養 混合 液 中 のso濃 度 は,soをNa、

SO3でS、032― に変 えた後,ヨ ウ素滴定 法6)で分 析 した。

また,OD65。 の吸光 度測 定で は菌 体 とsoの 区別 がつ か

ない恐 れ が あるた め,遠 心 分離後 の沈 殿物 を超 音波 破

砕 機 で処理 し,そ のTOC=濃 度 か ら菌 体濃:度を評 価 し

た。

4。 実験成 績 な らび に考 察

4。1τdeηiオ 〃fic∂ηsの 純粋分 離

集積 培養 液 を寒天 平板 培地 に塗 抹後,完 全嫌 気条 件

下 の デ シ ケータ ー中で培 養 を行 った ところ,約1週 間

で 白色 を 帯 びた コ ロニーが発 生 した。この コ ロニーは,

その後 培養 を続 け るにつ れ 白色 か ら黄 色 に変化 した。

この よ うに コ ロニーの色 が黄 変す るのは,細 胞 内 に硫

黄 塊 が蓄積 した こ とを示 してい る。S2032― を硫 黄源 と

Table 1 Composition of medium B;.

 * pH was adjusted to 7.0 by 1.0 N 

  of NaOH. 
* * Medium which lacks trace 

  metal solution was termed 

  medium B.

I

Fig. 1 Culture vessels. 
     (I) L shape tube (80 ml) 
     (II) Myerfl ask with baffle (500 ml)

Table 2 Composition of trace metal solution.

* pH was adjusted to 7 .0 by 1.0 N of NaOH.

Table 3 Composition of medium S.

* pH was adjusted to 6.0 by 0.1 N of KOH.

Fig. 2 Experimental setup for batch denitrification 

       experiment.
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して培養した際に細胞内に蓄積される硫黄塊は,S2

032-と そ の 酸 化 中 間 体 で あ るpolythionateと の 純 粋

な化 学反 応 に よ り生 成す る と考 え られ てい る7)。 この

黄 変 した コロニ ーを生理 食塩 水 で希釈 後,再 び平板 培

養 して単一 コ ロニーを得 た 。 この操作 を7回 繰 り返 す

こ とに よ り純 粋 分離i株を得 た。

この分離i株の菌 学 的諸 性 質 を検 討 し,Tab艶4の 結

果 を得 た。 また,:Fig、3に は,分 離株 の生 理特 性 を調

べ るた め に行 った試 験成 績 の一例 を示 した。 ここで,

前培 養 は嫌気 条件 下 で培 地B、 にて行 い,こ れ を同 一じ培

地 とNa2S203を グ ル コース に置 き換 え た 無 機 塩培 地

に植 種 し培養 した。培 地B、 を用 いて好 気条 件で培 養 す

る と,分 離 株 は100時 間 もの長 い ラグ期 の後,ゆ っ くり

と生 育 を始 めた が,嫌 気条 件 で は,50時 間 の ラグ期 の

後 急 速 に 増 殖 した 。 この こ と は,T.denityificansは 硫

黄 酸化 の最終 電子 受 容体 として,02とNO3-の 両 者 を

利 用 す る こ とが で きるが,本 実験 の よ うに培 養条 件 を

嫌 気 か ら好 気 に変 えた場 合,最 終 電子 受 容体 がNO、 一

か ら0,に 変i換す るのに,か な りの時間 がか か る ことを

意 味 して い る。 ま た,Tdenitrificansの 脱 窒 活 性 は,

好 気 状態 で 植 え継 ぎを繰 り返 した場 合消 失 した 例7)も

あ る ことか ら,分 離株 は嫌 気条 件 で保存 す る必要 が あ

る。一 方,:Fig。3か ら明 らか な よ うに,分 離株 は グル

コース培地 で は全 く生 育す る ことがで き なか った 。 ま

た,普 通寒 天培 地 で も生育 で きな か った の で,通 性嫌

気 性 の 自栄 養細 菌 で あ る と判定 した 。

以 上,分 離 株 の 菌 学 的 諸 性 質 を も と に,Bergey's

Manual第8版8)か ら,分 離 株 をT.denityificansと 同

定 した 。 次 に9分 離 株7=denityificansを 培 地B、 で 振

盟培 養 し,そ の 生 育,脱 窒 挙 動 を調 べ た とこ ろ,200

mg・l-1のNO,―Nを 完 全 に脱窒 す るの に150時 間 も要

した 。 これ は50時 間 もの長 い ラグ期 に よ る。 そ こで,

培地B、 に酵 母 エ キス を0.1%添 加 して 同様 に振盟 培 養

した と ころ,0.1%の 酵母 エキ ス添 加 に よ り,ラ グ期 な

し にT.denitrificansの 生 育 と脱 窒 反 応 が 起 こ り,対

数増 殖 期 の比 増 殖速 度 も高 くな った 。そ の結 果,200

mg・l―1のNO3-Nを 完全 に脱 窒す るの に要 す る時 間

も33時 間 と大 幅 に減 少 した。

以 上 の よ うに,7～denitrificansの 分 離 株 に つ い て,

そ の生理 的諸 性質 お よび脱 窒能 力 を種 々検討 し,硫 黄

脱 窒 が下 廃 水 処 理 に適用 可 能 で あ る こ とが 明 らか と

なった。 しか し,本 菌 は非 凝集 性 で,し か も,培 養 生

理特 性 が極 めて特 異 的で あ る ことか ら,こ れ を下 廃二水

処 理 に おい て純 粋 な状 態 で用 い るこ とは難 しい と判 断

され た。 そ こで,硫 黄 脱窒 細菌 の下廃 水処 理 で の実用

化 のた め,純 粋 菌 に こだわ らず,広 く自然界 か ら硫 黄

脱 窒 能 の高 い混 合 菌 を集積 し,さ らに集積 菌 の単 体硫

黄(so)へ の馴養 につ いて種 々検討 を加 えた。

4.2硫 黄脱 窒細 菌 の集積 培養

今 回,9種 類:の植 種 源 か ら硫 黄 脱 窒 細 菌 の 集 積 を

図 ったが,す べ て の植種 源 か らガ ス発 生 と培養 液 の 白

濁 を認 め た。 ガ ス発 生 が終 了す るの に要 した培 養 日数

は,1代 目が11日 間で あ ったの に対 し,2代 目,3代

目が ともに5日 間 と大 幅に短 縮 された 。活 性 の高 い硫

黄 脱窒 細菌 を集 積す るには,電 子 供与 体 として のNa2

S203濃 度,無 機炭 素濃 度,そ れ に微 量 元素濃 度 に よっ

て硫 黄 脱窒 細菌 の生 育 が律 速 を受 け ない よ うな最適 な

培地 を使用 す る必要 が あ る。そ こで,S都 市 下水 処理 場

の余剰 汚泥 を植 種源 として3代 植 え継 いだ集 積菌 を用

い て,そ の比増 殖 速度(μ)に 及 ぼす 培地 成 分 の影 響 を

検討 した。

:Fig。4に,集 積 培 養菌 のoD65。 と菌 体Toc=濃 度 の

関係 を示 した。 両者 の間 に は極 め て高 い相 関関 係が存

在 した ので,こ こで はOD65。 の経 時 変化 の直 線 部 傾 き

を も とに,集 積菌 の比 増殖 速度(μ)を 求 めた。

Table5に 各 種培 地 成分 で の比 増 殖 速 度(μ)を 一 括

表 示 した 。表示 した よ うに,微 量 金属 成分 の添 加 に よ っ

て μ が増加 した こ とか ら,す べ て の植種 源 の4代 目以

Table 4 Bacteriological properties of isolated strain.

Fig. 3 Growth curves of isolated strain under various 

      cultivating conditions. 

       * S ; sulfur, G ; glucose, IM ; inorganic 

       medium.
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降 の培地 に,Table2に 示 す 組成 の微 量金 属 成 分濃 度

を25倍 希釈 して培 地Bに 加 えた培 地B、(TableDを

使用 した。次 に,S都 市 下 水処 理場 の余剰 汚泥 を植 種 源

として,8代,9代 植 え継 いだ 集積 菌 を用 いて,μ 値 に

及 ぼ す 培 地 のS203―S/NO3―N比,ア ル カ リ度/NO3

―N比 の影 響 を検 討 した
。 この時Table亙 に示 した よ

うに,培 地B、(pH=7.0)は,リ ン酸 バ ッファーを含

むた め,培 養液 のpH変 化 は小 さ く,培養 終了 時 の培養

液pHは6.5～7.0で あ った。た だ し,S203-S/NO3―N

を6。0以上 とした時,培 養液pHは6.1ま で低 下 した。

Table5に 示 す よ うに,培 地 のS203―S/NO3-N比 が

4.2以 上,ア ル カ リ度/NO3―N比 が2.9以 上 で あれ ば,

これ ら培地 成分 に よって硫黄 脱窒 細菌 の増 殖 が律速 を

受 け ない ことがわ か った。 以上 の こ とか ら,硫 黄脱 窒

細菌 の 自然 界 か らの 集積 培 養 の培 地 として は,Baa1-

srud・Baalsrud7)の 培地 に微 量金 属 成 分 を加 えた培 地

B、が最 適 であ る こ とが 明 らか とな った。

継 代培 養 を重 ね る ご とに,ガ ス発生 終了 まで の培 養

日数 は短 くな り,5代 目で は培 養2日 間で,8代 目か

らは培 養1日 で ガ ス発 生 は終 了 し,硫 黄 脱窒 細 菌 の集

積効果が認められた。9種 類の植種源のうち生育の良

かった0大 学構内雨水沈殿池底泥②,寝 屋川底泥④,

S都 市下水処理場混合生汚泥⑦,同 余剰汚泥⑧を植種

源として,10代 植え継いだ集積菌の回分脱窒試験成績

を:Fig。5に示した。培養24時間後には,い ずれの集積

培養菌も95%以 上の脱窒率を示した。培養終了時の培

養液pHは いずれも6.7であった。また,L字 管を用い

た集積培養試験では,い ずれの植種源を用いた場合で

も,ガ ス発生量や菌の増殖に伴 う培養液の白濁の度合

いが同程度であったことから,自 栄養性の硫黄脱窒細

菌は都市域において広 く分布していることが確認され

た。

集積培養菌は,ラ グ期なしに植え継ぎ直後から対数

増殖するので,対 数増殖期の部分をとって解析すると

以下のようになる。対数増殖では次式が成立する。

Fig. 4 Relationship between 0D650 and the cellular 

      TOC concentration for enrichment culture.

Fig, 5 Sulfur denitrification by various batch enrich-

       ment cultures vs. time.

Table 5 Effect of medium composition on the growth of sulfur denitrifier.

 Numbers indicate the transfer number of enriched culture.
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X=ｮefltO(1)

こ こ で,X:菌 体TOC濃 度(mg・l―1)

瓦:初 期 菌 体TOC濃:度(mg・l―1)

μ:比 増 殖 速 度(d―1)

(1)式の両 片 の対数 を と り,ln(X/X∂ に対 し,培 養 時

間'を プ ロッ トす る と直 線が得 られ,直 線 の傾 きか ら

μ が求 まる。 この よ うに して求 めた対 数増 殖期 にお け

る μ をFig。6に 示 した。

比 増殖 速 度(μ)は,寝 屋 川 底泥 を 植種 源 と した 集 積

培養 菌 が最 も高 い値 とな った が,植 種源 に よる大 きな

差異 は み られ なか った。

4.3集 積培 養 菌 に よる脱窒 反応 の化 学量 論

S、032―を 電 子 供与 体 とす る硫 黄 脱 窒 反 応 の化 学 量

論 式 は,BisogniとDriscol13)がenergetics法 に よ り次

式 の よ うに 決 定 した 。

0.844S2ｮ32一 一1-IVｮ3一一1-0.347Cｮ2-1-0.0865HCｮ3_

十 〇.0865NH4+十 〇.434H20― →0.0865C5H702N

+o。5N、+1.689SO42-+o.697H+… …(2)

(2)式 に 基 づ い て 計 算 し たS2032― を 電 子 供 与 体 と す

る硫 黄 脱 窒 反 応 の 化 学 量 論 値,YS(単 位 除 去NO3-N

量 当 た りの 消 費S203― ―S量),Yalk(単 位 除 去NO3-N

量 当 た りの 消 費 ア ル カ リ度 量)お よ びCR(消 費 比3):

還 元 除 去 さ れ るNO3― の 単 位 電 子 当 量 当 た り消 費 さ れ

るS2032― の 電 子 当 量)の 理 論 値 と,集 積 培 養 菌 の 回 分

培 養 に よ っ て 得 られ た 実 験 値 の 比 較 を,:Fig.7～:Fig.9

にそ れぞ れ示 した。 なお,:Fig。9の 横 軸CF値3)は,培

地 中 のNO3― の単 位 電 子 当 量 当 た りのS2032― の 電 子

当量 を示 す。

:YSの実測 平均値 は,3.67mgS203―S・mg-1NO3―Nで

理論 値3.86mgS203-S・mg-1NO3-Nよ り若 干低 い値

とな り,ま た,Yalkの 実 測 平 均値 も1。96mgア ル カ リ

度 ・mg-1NO3-Nと 理 論値 の2.49mgア ル カ リ度ｮmg-1

NO3―Nよ り低 い値 とな った。CR値 も同様 に実 測平 均

値 の方 が理 論値 よ り低 くな った。 これ は,供 試 集積 培

養 菌 が純粋 菌 でな い こ とか ら,集 積培 養菌 中 に い くら

か の他 栄 養 脱 窒細 菌 が 存在 して いた た め と考 え られ

る。 しか し,YS,Yalk,CRの 各化 学量 論値 の 実測値 が

Fig. 6 Relationship between ln(X /Xo) and time. 
        Numbers in figure indicate the number of 

        inoculating source

Fig. 7 Relationship between S/N ratio of the medium 
       and YS value for enrichment culture of sulfur 
      denitrifier. 

        (Ys)T is the theoretical value of Y. 
        (YS)M is the measured value of YS.

Fig. 8 Relationship between alkalinity/S ratio of the 
      medium and Yalk value for enriched sulfur 

      denitrifier. 
        (Yalk)T is the theoretical value of Yalk. 
        (Yalk)M is the measured value of Yalk.
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理論 値 に近 い値 にな った こ とは,集 積 培養 菌の脱窒 能

のほ とん どが硫 黄脱 窒細 菌 に依存 してい る こ とを示 唆

してい る。

次 に,集 積 硫 黄脱 窒細 菌 を用 い,S2032ー を硫 黄源 と

した場 合 の,回 分培 養 にお け る脱 窒 の経 時 変化 の二例

を:Fig。1oに 示 した。これ は,前 述 の集積 培 養 にお いて

強い脱 窒 活性 を示 した大学 構 内雨水 沈殿 池底 泥,寝 屋

川 底泥,そ れ にS都 市 下水 処理 場混 合生 汚泥 を植 種源

として得 られ た各 々の10代 目の集積 菌 を等量 ずつ 混合

した後,遠 心 分離(5,000rpm,15分 間)に よ り濃縮 し

て,初 発菌 体TOC濃 度 を約110mg・l-1と した実験 結

果 で あ る。250mg・l-1のNO,―Nが4時 間培養 で直 線

的 に脱 窒除 去 され,こ れ に対 応 して,ガ ス発生 量 もほ

ぼ直 線 的 に増 加 した。 また,NO、 ーN=濃度 の減 少 に伴

い,S、0,―S濃 度 も直 線 的 に減 少 して い る こ とは,培 養

期 間 中 一定 の 鶏 値 を 保 って脱 窒反 応 が進 行 した こ と

を示 唆 して い る。こ こで,本 回分培 養 で の 鶏 値 は3.39

mgS203-S・mg―1NO3-Nで あ り,理 論 鶏 値 の3.86

mgS・mg―1Nよ りも少 し低 い。 また,脱 窒終 了後 は,

ガス発 生,S203-S濃:度 の減 少,菌 体 の増 殖 のいず れ も

完全 に停 止 した。NO,―N減 少 曲線 の直 線部 の傾 きか

ら求 め た比 脱窒 速度(ん)は,9.4mgNO3―N・ 菌体mg―1

TOC・d―1,ま た は,3.2mgNO3ーN・mg-1SS・d―1で あ っ

た。 な お,集 積培 養 菌 の増殖 も培 養 時間 に対 し直線 的

に増 加 して い る こ とか ら,ん値 を 求め る際 の菌体TOC

濃 度 と して は,培 養初 期値 と終 了値 の平 均値 を用 い た。

また,培 養終 了 時の培 養液pHは6.6で あ った。

培 養 終了 後,掩 搾 を停 止 して,24時 間 静置 し集積 培

養菌 の沈 降 性を 調べ たが,沈 殿 す る集 積菌 は非 常 に少

な く,集 積菌 が凝 集 性 に乏 し く,固 液 分離 が 困難 な こ

とが判 明 した。

4.4集 積培 養 菌 の硫 黄 馴養 経過

下 廃水 処理 に硫 黄脱 窒反 応 を活用 す る場合,硫 黄源

として は,soが 最 も経 済 的で あ る。こ こでは,前 述 の 回

分脱 窒 試 験 に用 い た混 合 集 積 培 養菌 を,硫 黄 源soに

徐 々に置換 して い く方法 に よ りsoに 馴 養 させ た。so馴

養 過程 にお ける各 回分培 養(1～9回 目)の ガ ス発生

量 の経 時変 化 をFig。11に 示 した。

1回 目の回分培 養 で は,培 養4時 間 を境 と して ガ ス

発 生速 度 が明 らか に低 下 した が,こ れ は培 養4時 間 ま

で はS2032― 利用 に よる脱 窒 で あ る こ とを示 してい る。

継代 培養 の2回 目と3回 目に も同様 の傾 向がみ られ た

が,硫 黄 源 がsoの み となる継代 培養4回 目と5回 目に

お いて は,ガ ス発 生量 が培 養時 間 に対 して直 線的 に増

加 し,し か もそ の発 生 速度 は馴 養 を重 ね るにつ れて大

き くな る こ とがわ か る。5回 目の継代 培 養終 了後,培

養 混合 液 を3,000rpm,30分 間 の遠 心分 離 で集菌 し,再

び培 地 のS203―S/NO3-N比 が2.1と な る よ うにNa2

S203を 添 加 した培地Sに 懸 濁 させた。次 に,先 と同様

に,培 地 のS、03-S/N比 を徐 々に減 少 させ な が ら6回

目か ら9回 目の回分培 養 を行 った 。

S2032― とsoの 共 存 す る6回 目と7回 目の継 代 回 分

培養 におい ては,1回 目が ら3回 目で み られた二 段 階

の ガ ス発 生 はみ られ なか った が,S203-S/N比 を減 ら

す につれ て ガス発 生速 度 が低下 した 。

硫黄 脱 窒細菌 に よるso,S2032ー の酸 化 経路 につ い て

は,多 くの研究 者 に よ り検 討 され て きた が,現 在 の と

ころ:Fig。12に 示 す経 路 で反応 が進 行 す る と考 え られ

Fig. 9 Relationship between CR value and CF value 
      for the sulfur denitrifier in enriched culture. 

      * Feed ratio(CF) is defined as the ratio of 
          electron equivalents of S2O32- in the 

          medium to electron equivalents of NO3- in 
         the medium. 
      * * Consumptive ratio(CR) is defined as the 
           ratio of electron equivalents of S2032 

            consumed to electron equivalents of 
            NO3- reduced. 

           (CR)T is the theoretical value of CR. 
           (CR)M is the measured value of CR.

Fig. 10 Denitrification profile of enriched microorgan-

       isms by using S2O32- as the reduced sulfur 

       source.
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て い る9)・10)。

1回 目か ら3回 目の継代培 養 で は,(i)の 酵素 系 を誘

導す るの に時 間が か か り,二 段 階 の ガス発生 を示 した

が,継 代培 養6回 目以 降 の培 養 で は,集 積菌 が(i)の酵

素系 をす で に完 成 させ て い る ことか ら,S、032―系 とso

系 の両 酵素 系 の作 用 で脱窒 が行 われ,そ の結 果,S203

ーS/NO
3-N比 が高 い6回 目の継 代 培 養 が一 番 高 い ガ

ス発 生 速度 を示 した と考 え られ る。S、032-無 添 加 の8

回 目 と9回 目の継代 培 養 で ガス発生 速度 が低 下 した の

は,反 応(i)が反 応Gi拡 り遅 い ことを示唆 してい る。

:Fig。13に は,so馴 養 回分培 養 の進 行 に伴 う化 学量 論

値 鶏,:y識,yあ 、(単位 除 去NO3-N量 当た りの生成

菌体TOC量)の 変 化 を示 した。soを 電子 供与体 とす る

硫黄 脱 窒反 応 の化学 量 論式 は前 述 の よ うに次式 で示 さ

れ る3)。

1.114So十NO3一 十 〇.699H20十 〇.337CO2

十 〇.0842HCO3― 十 〇.0842NH4+― →0.0842C5H702N

十 〇.5N2十1.114ｮ42-十1.228H+(3)

(3)式に基 づ いて 算 出 した硫 黄 脱窒 反応 の化学 量 論値

とS2032― を電 子 供 与 体 と し た場 合 の そ れ をTable6

に示 した。 両者 の化 学量 論値 の差 は,焉,y識 で 顕著

で あ るが,:yaδ。,αで は差 の ない こ とがわ か る。S2032-

添 加量 を減 らし電 子供 与体 をsoに 変 え てい く と 政 値

が低 下 し,y識 値 が増加 す る様子 は,:Fig。13か ら明 ら

かで あ る。以上 よ り,硫 黄脱 窒反 応 の硫黄 源 をS2032一

か ら徐 々にsoに 置 き換 え る方 法 に よ りS2032一 集 積 培

養 菌 を,soに 馴 養 させ るこ とに成功 した 。

:Fig。14に は,soを 硫 黄源 とした 回分培 養 の一例 とし

て,継 代培 養9回 目の脱 窒経 時変化 を示 した。:Fig。10

に示 したS2032ー を硫 黄 源 とす る回 分脱 窒 試 験 の場 合

と同様,(NO3+NO、)―Nは 直線 的 に減少 した が,so

を用 いた場合,培 養 の途 中で20～30mg・l―1のNO2-N

が検 出 され た。また,図 よ り比 脱窒速 度 は,2。5mgNO3

―N・菌体mg―1TOC・d―1でS2032一 を用 いた 場合 の1/3

以 下 の低 い値 とな った。soを 用 いた 場合 の比 脱窒 速度

が低 くな った理 由 として,①:Fi霧.12の 反応(i)よ り㈹

の ほ うが速 い,②S、032-は 溶解 度 が高 く,硫 黄脱 窒

細菌 に利 用 され やす い のに対 し,soは 水 に不 溶性 で利

用 され に くい,③soを 硫 黄源 とした 回分脱 窒試 験 で

は,20～30mg・l-1のNO2-Nが 蓄積 した こ とか ら,こ

のNO2― に よ り硫 黄脱 窒 細 菌 のNO3一 還 元 酵 素 系 が 阻

害 され た7),な どの理 由が考 え られ る。また,培 養 終 了

時 の培 養液pHは6。5で あ った。培養 終 了後,24時 間 静

置 してsoに 馴 養 した集 積 培 養 菌 が 固液 分離 能 を 有 す

るか ど うかを検 討 した。S、032―を用 いた 回分脱 窒試験

の場 合 と同様 に,ほ とん ど沈殿 は見 られず,硫 黄 源 を

か え て も集積 培 養菌 は凝集 沈殿 性 を獲 得 しな い こ とが

わ か った。soの みを硫 黄源 とした場 合,集 積 培養 菌 が

soの 表面 に付 着生 育 して 固液 分離能 を示 す こと も考 え

Fig. 11 Gas evolution of each consecutive culture in 

      the acclimation process of enriched sulfur 

      denitrifier vs. time. 

        * Culture number indicate the consecutive 

          numbers of batch culture in the acclima-

          tion process.

Fig. 12 Oxidative pathway of S° and S2032- using sul-

      fur denitrif ier9 "°~

Fig. 13 Changes in stoichiometric values for the batch 

       S° acclimation cultures.
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られ るが,顕 微 鏡観 察 か らは この点 を確認 す る こ とは

で きなか った。

4.5集 積 培養 菌 の脱 窒能

自然界 か ら集積 培 養法 に よ り得 た集積 硫黄 脱窒 細菌

の脱 窒能 と他 の脱 窒細 菌 の脱 窒能 の比較 をTable7に

示 した。 本実験 で得 た集積 培養 菌 の脱窒 能 は,他 栄 養

脱 窒 細 菌 であ るPseu60吻onαs4en伽 舜6ansの 脱 窒 能

に及 ば ない もの の,脱 窒反応 の遅 いsoを 硫 黄源 と した

場合 で も,集 積 培養 菌 は1.3mgNO3-N・mg―1SS・d一1

の脱 窒 速度 を示 し,メ タノール を電子 供与 体 とした場

合 の活 性汚泥 の 脱窒 能 に比べ て,高 い脱 窒 能 を有 す る

こ とが 明 らかで あ る。 回分培 養 の結 果 で はあ るが,硫

黄脱 窒能 を有 す る集 積培 養 菌 の脱 窒 活性 は か な り高

く,他 栄 養脱 窒菌 と比 肩 し うる ほ ど高 い もので あ る。

5.要 約

硫 黄 脱窒細 菌 の脱 窒能 を下廃 水処 理 に活用 す るこ と

を 目的 として,硫 黄 脱 窒活 性 の高い 集積菌 をS2032一 を

用 いて 自然界 か ら集積 し,得 られた 集積 菌 の脱窒 挙動

を 回分脱 窒試験 に よって 明 らか にす る とともに,集 積

菌 のsoへ の馴養 をはか り,次 の知 見 を得 た。

1)完 全 嫌気条 件下 で,S、032―,HCO3-,NO,―,NH、+

を含 む無 機寒 天培 地上 で集 積菌 の平板 培 養 を行 い,

T.denityificansに 特 有 の硫 黄 の沈 着 粒 の見 られ る

黄色 コ ロニーを得 た。平 板培 養 を繰 り返 して得 た純

粋 菌につ き分類 試験 を行 い,分離 菌 を7.denitrificans

と同定 した。

2)硫 黄 脱窒 細菌 の集 積分 離用 の培地 としては,Baal-

srud・Baalsrudの 培地 に微量金 属成 分 を加 えた培 地

が適 して いた。

3)下 水処 理場 活性 汚泥,汚 濁河 川 の底泥 な どを植 種

源 に,炭 素源 と してHCO3-,硫 黄 源 としてS2032― を

それ ぞ れ用 いた培地 に よ り,嫌 気 条件 下 で脱 窒能 の

あ る菌 の集積 を はか った結果,す べ ての植 種源 か ら

Tdenitrificansが 得 られ,本 菌 は 自然 界 に普遍 的 に

存 在す る ことがわ か った。

4)S2032― を硫黄 源 とした場合 の,集 積培 養菌 の硫黄

脱 窒反 応 に関 す る化 学 量 論 値(YS,Yalk,:Yob。,CR)

が理 論値 にほぼ一 致 す る ことか ら,集 積培 養 菌 の脱

窒能 の ほ とん どが硫黄 脱窒細 菌 に 由来 して い る こと

がわ か った。

5)S2032ー を硫 黄 源 と して集 積 した 硫 黄 脱 窒 集 積 菌

を,硫 黄 源 を徐 々にsoに 置 き換 え る方 法 に よ りsoに

馴 養 させ るこ とが で きた。

Table 6 Theoretical stoichiometric values for sulfur denitrification reaction .

Fig. 14 Batch sulfur denitrification using elemental 

       sulfur as H-donor vs. time.

Table 7 Comparison of denitrification capabilities for various kinds of denitrifiers .

* This value was calculated from the batch denitrification experiment shown in Fi
g. 13 based 

 on the assumption of cellular composition as C5H,N02 .
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6)硫 黄源 と してS2032―,soの いず れ を用 いて も集積

培養 菌 の脱窒 反 応 は0次 反 応 に従 った 。S2032― を用

いた 場合 の集 積 菌 の比脱 窒速 度 は,9.4mgNO3―N・

菌体mg―1TOC・d―1,soを 用 いた 場合 の比 脱窒 速度

、は,2.5mgNO3―N・ 菌 体mg―1TOC・d-1と な り,他

栄養 脱 窒菌 に比 肩 し得 るほ ど高 い脱窒 能 であ った。

(原稿 受理1989年3月13日)
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硫 黄 脱 窒 菌 の集 積 と単 体 硫 黄 へ の馴 養
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〈水質 汚濁 研究Vo1.12No.7(1989)pp.431～440>

Thiobacillus denitlificans の硫黄脱窒能力を下廃水の窒素除去に応用することを最終目的として,自 然界か

ら T. denitlificans を純粋 分離iし,そ の脱窒 特性 につ き検 討 した。また,硫 黄 脱窒 活性 の高 い菌 の 自然 界 か らの

集積 と集積菌 の単体 硫 黄(so)へ の馴養 につ き検 討 した。

無 機炭 素源 としてHCO3―,還 元 硫黄 源 としてS、032―を用 いた 無機 合成 培地 に よ り,活 性 汚泥,汚 濁河 川 の底

泥 な どの植種 源 か ら,完 全嫌 気条 件下 で硫 黄脱 窒菌 の集 積培 養 を行 った結 果,す べ て の植種 源 か ら硫 黄 脱窒 能

の あ る集 積菌 を 得 る こ とが で きた。 この集 積培 養菌 を完 全嫌 気条 件下 で平 板培 養す る ことに よ り,硫 黄 沈着 粒

のみ られ る黄 色 の単 二 コロニ ーを得 た 。平板 培 養 を繰 り返 して得 られ た純 粋菌 につ き分類 試験 を行 い,分 離 菌

を T, denitrificans と同定 した。

S2032―を還 元 硫 黄源 とす る集 積菌 の回 分試 験 成績 を も とに硫 黄 脱 窒反 応 に 関す る化学 量 論 値(聡,y巨1k,

y6b、,CR)を 計算 した結果 か ら,集 積培 養菌 の脱 窒能 の ほ とん どが硫黄 脱窒 細菌 に 由来 して い る こ とを 明 らか

に した 。還 元硫 黄源 をS2032-か ら,soに 徐 々に置 き換 え る方 法 に よって,集 積菌 がsoを 利用 で きる よ う馴 養す

る こ とがで ぎた 。硫 黄脱 窒反 応 は,0次 反 応 に従 い,S2032-,Soを 脱窒 反応 のH―donorと した場 合 の比 脱 窒速

度 は,そ れ ぞれ9.4mgN・mg-1TOC・d-1,2.5mgN・mg-1TOC・d一1と 硫黄 脱 窒菌 は他栄 養脱 窒 菌 に劣 らぬ

脱 窒 能 を有す る こ とがわ か った。
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