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Abstract

In order to elucidate Nocardia (Gordona amarae profiles in sequencing fed-batch culture of

 activated sludge, experimental invesitigations were carried out under various operational conditions

 e.g. sludge retention time (SRT), addition of N. amarae culture solution and change of carbon source.

 Growth of N. amarae in the aeration tank was confirmed corresponding to the component of influent

 substrate, being affecting SRT values. However, the possibility was suggested that the scum

 production was connected with some induced factors such as n-hexadecane, not being determined

 by N. amarae biomass only. It was concluded that SRT control was not necessarily effective after the

 scum production.

Key words : sequencing fed-batch culture, activated sludge, Nocardia (Gordona) amarae, viable cell

 count, scum level, inoculum size, SRT

1.は じめ に

活性汚泥法は、微生物 混合集団 を連続培養するこ とに

よ り、汚染性有機物 を浄化す る方法で、世界的に普及 し

た生物学的な下廃水処理法である。 しか し、糸状性 微生

物 の異常増殖 に起因 したバ ルキ ングや異常発泡 ・スカム

生成 などに よる固液分離 障害が多 くの処理場で発生 し、

維持管理上 の大 きな問題点 となっている。 この中で も、

曝気槽での非常 に粘性 の高 い異常発泡 とそれ に伴 うスカ

ム生成 による放流水質の悪化 と悪臭の発生 は、1969年 の

「ミルウォーキーの怪1)」 以来
、世界各地2-6)で、 また 日

本7、8)でも事例報告 され、下水処理場の抱 える重要 な課

題 と認識 されるようになって きた。最近では、スカムか

ら日和 見感染症の原因菌が検出 され、衛生学的な見地か

らも、スカム問題の早急 な解決が必要 とされている9)。

この異常発泡やスカム生成につ いて、 これまで多 くの
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研 究 者 に よ り原 因 の解 明 が 行 わ れ て きた。 そ の 結 果 、

Nocardia amarae(最 近 、Gordona amaraeと 改 名10))や

Rhodococcus spp.に 代 表 され る 放線 菌 が 原 因 菌 と同定 さ

れ2-4,7,1,12、 その 細 胞 表面 上 の 高級 脂 肪 酸(ミ コ ー ル酸)

が 気 泡 の安 定 化 に関 与 して い る13)と指 摘 され て い る。 ま

た、 多 数 の放 線 菌 が曝 気 槽 に 存在 す る とス カ ム は大 量 に

発 生 し3)、 異常 発 泡 の量 はN.amaraeの 存 在量 で 主 に決

定 され 、 そ の他 の パ ラメ ー タに は依 存 しない4こ とが 報

告 さ れ て い る。 さ ら にN.amaraeは 、 ブ ドウ糖 に 嫌 気

性 消 化 液 あ るい は生 下 水 の 遠 沈上 澄 液 を添加 した培 地 で

も増 殖 し4)、 炭 化 水 素 の よ う な疎 水 性 基 質 や 芳 香 族 基

質14)も分 解 で きる の で、 広 範 囲 な基 質資 化 能 を持 つ 微 生

物 と考 え られ る。

これ らの 既 往 研 究 を踏 まえ 、著 者 らは 、N.amaraeと

R.rhodochrous、R.erythropolisが 酢 酸 か ら吉 草 酸 ま で の

低 級 脂 肪酸 、 ドデ カ ンか らエ イコ サ ン まで の正 パ ラ フ ィ

ン を資 化 で き、 特 に オ ク タデ カ ンを よ く利 用 で きる こ と

を明 らか に し15、16)、オ ク タデ カ ンを単 一 炭 素 源 と したN.

amarae生 菌 数測 定 用 培 地 を開 発 した17,18)。この オ ク タ デ

カ ン培 地 を用 い た 実 下 水 処 理 場 でのN.amaraeの 物 質

収 支 か ら、 ス カ ムの 施設 内循 環 で最 初 沈 殿 池 以 降の 各 工

程 で はN.amaraeの 割 合 が 高 め られ 、 ま た最 終 沈 殿 池

の ス カム の約93%が 返送 汚 泥 と して曝 気 槽 に戻 され てい

る こ とが わ か っ た19)。 しか し、 曝気 槽 で の ス カム 原因 菌

の 増 殖 機構 とそ の 活性 汚 泥 中 で の挙 動 な ど、異 常 発 泡 ・

ス カム 生成 に関 す る 基本 的な 知 見 が明 らか に さ れ てい な

い た め 、そ の防 止 方 法 も対 症 療 法 的 に な ら ざる を得 ない 。

そ こで 本 研 究 で は 、 ス カ ム原 因菌 の代 表 例 で あ るN.

amaraeに 着 目 し、 そ の 曝 気 槽 内 で の挙 動 とス カ ム 発 生

に及 ぼす 役 割 を解明 す る第 一歩 と して 、活 性 汚 泥 を連続

Fed-Batch培 養20で 運 転 し、 そ の 曝 気 槽 にN.amarae

を意 図 的 に添加 した場 合 の 挙動 を各 種 の 条件 下 で 検 討 し

た 。

2.実 験 材 料 並 び に 方 法

2.1実 験 材料

(1)供 試 菌 株 と活性 汚 泥

ス カ ム よ り分 離 し、MS培 地(ペ プ トン5.0g、 酵 母 エ

キ ス2.5g、 グ ル コー ス1.0g、 プ ロ ピオ ン酸 ソー ダ4.5g、

寒 天17.0g、 イ オ ン 交 換 水1.0l)で 継 代 保 存 し たN.

amarae12)をMS液 体 培 地(MS培 地 よ り寒天 を除 い た も

の)で6日 間回 転振 盪 培 養(120rpm、20℃)し 、 イ オ ン

交 換 水 で 洗 浄 後 、超 音 波 処 理(275μA、2分)し た 。

この 懸 濁 液 を波 長600nmの 吸 光 度(OD600)が4.0に な

る よ う に イ オ ン交 換 水 で 調 製 し、N.amarae前 培 養 液

(1.83×108CFU/mlに 相 当)と した。 また 、肉エ キス ・

ペ プ トン主 体 の 合 成 下 水 で 長 期 間 、Fill and Draw方

式 に よ り培 養 した 活性 汚 泥 を水 道 水 で 十 分 に洗 浄 して か

ら実験 に供 した 。

(2)実 験 装 置

実 験 装 置 の模 式 図 をFig.1に 示 した 。曝 気槽 は 有 効

Fig.1 Aflow diagram of experimental apparatus of sequencing batch activated sludge process.1,

 constant-temperature water bath;2, aeration tank;3, diffuser;4, paddle;5, agitator;6,
 pH sensor;7, pH stat;8, pump;9,1N-NaOH solution;10,1N-HCI solution;11,
 flow meter;12, air pump.
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容積2.0lの 円柱形で、好気状態の保持 と槽内撹拌の ため、

底部周囲の散気 チューブか ら曝気する とともに、パ ドル

に よる撹拌 を行 った。 また、曝気槽は25℃ に設定 した恒

温槽 に浸漬 し、pH調 節器 により曝気槽内のpHを6.5～

7.5に 設定 した。

2.2実 験方法

本実験で は、曝 気槽 の運転 を連続Fed-Batch培 養20)

で行った。 これは、曝気槽内に基質 を連続的あるいは間

欠的に供給 し、培養終了時 まで活性汚泥混合液 を引 き抜

かず に運転 す るFed-Batch培 養21)を所定期 間 ごとに繰

り返す方法であ り、操作が簡単で、連続培養の ような汚

泥の流 出が ないため、精確 なSRTを 維持で きる特徴 を

有 している。

初発MLSS濃 度が約3000mg/lと なるように、曝気

槽 内に所定量の活性汚泥混合液 を投入 した。活性汚泥滞

留時間(SRT;20日)に 見合 った活性汚泥混合液を1

日1回 、曝 気槽 よ り引 き抜 き、TOC容 積 負荷 量 が

0.2kg/m3・ 日となる ように合成下水 を投入する操作 を

繰 り返 し、約2週 間 の馴養運転 を行った後 、添加実験 を

開始 した。

添加実験では先ず 、所定のSRT値 に見合 った活性汚

泥混合液 を、馴養期 間と同様操作で引 き抜 いた。次 に、

N.amarae前 培 養 液10mlあ るいは100mlを 植菌 してか

ら、TOC容 積負荷量0.2kg/m3・ 日となるように所定

量の合成下水を投入 し、水道水で有効容積 まで メスア ッ

プ した。 このN.amarae前 培養液 の投 入量 は、曝気槽

単位容積 当た りの生菌数 に換算す ると9.14×10℃FU/

mlあ るいは9.14×106CFU/mlに 相当 している。 これ

らの操作 を1日1回 繰 り返 しなが ら、添加実験 を継続 し

た。Tablelに 示 した ように、添加 実験 で は、SRT

設定値 やN.amarae前 培 養液 の投 入量、合成下水へ の

ヘキサ デカンの添加 など、6種 類の実験 に区分け した。

なお、引 き抜 かれた活性汚泥混合液 を用いて、N.amarae

の生菌数、MLSS濃 度 と表面張力 を測定するとともに、

スカムの発生状況 を目視 観察 した。 また、好気状態の維

持 を溶存酸素(DO)計 で適宜確 認 した。

2.3分 析方法

生菌数はオク タデカン培地(OD培 地)17)に よる平板

希釈法で、MLSS濃 度は下水試験方法22)に準拠 して、

また表面張力 はデュヌイ氏表面張力試験器でそれぞれ測

定 した。スカムの発生状況は、Fig.2に 示 した ように、

「発生 な し」 を 「0」
、「わずかに発生」 を 「1」、「曝気

槽上面の1/4～1/2に 発生」 を 「2」、「曝気槽上面

のすべ てに発生」 を 「3」 の レベルに分 け、N.amarae

前培養液の投入直前に評価 した。なお、ス カムが発生 し

た場合 には、スカム を十分 に混合 ・撹拌 してから活性汚

泥混合液 を引き抜 き、分析 に供 した。

3.実 験 結 果

曝気槽 内におけ るN.amarae生 菌数 とスカム レベル、

MLss濃 度、表面張力の経 日変化 をFig.3に 示 した。

なお、各実験 とも、合成下水投入直後以外 は常 時、曝気

槽 内のDO濃 度 は3mg/l以 上 を維持 していた。

Run1で は、曝気槽 内でのN.amarae生 菌数が約106

CFU/mlと なるように前培養液 を毎 日投入 し、38日 間

培養 を継続 したが、スカムの発生は観察 されず、その生

菌数 もほぼ一定の値(平 均値:1.26×106CFU/ml)を

示 した。 この値 は、1日 当た りのN.amarae植 菌濃度

とほぼ同程度 であ り、曝気槽内 でのN.amaraeの 増殖

あるいは蓄積 は認め られなかった。 またRun2で は、

曝 気槽 内でのN.amarae生 菌 数が約107CFU/mlと な

るように投 入量 を10倍 に変更 し、実験 を50日間継続 した。

その結果、生菌数 は1.55×107CFU/ml(平 均値)程 度

Table l Operational conditions of each experiment

*Each inoculum size was converted into TOC
, respectively. TOC volumetric loading during experimental period

 was maintained at 0.20 kg/m3・day.
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Fig.2 A criterion of scum condition

Fig.3 Time-serial variations of N. amarae viable cell count, scum level, MLSS concentration and

 surface tension. Symbol in(a):〇, N. amarae viable cell count.

に高 ま っ たが 、Run1と 同様 に 、 こ の値 も1日 当 た り

の 植菌 濃 度 に相 当 して いた 。 しか し、 レベ ル1の ス カム

が 僅 か に観 察 され た こ とか ら、N.amarae植 菌 濃 度 の 影

響 が 現 れ て き た と判 断 で き る。 そ こ で 、SRTやN.

amarae投 入 量 、投 入 基 質 量 を変 更 せ ず に 、TOC基 準

で 合 成 下 水 の 半 分 を ヘ キ サ デ カ ン に 変 更 し た(Run

3)。 こ の運 転 を41日 間継 続 した とこ ろ、 曝 気 槽 内 の

N.amarae生 菌 数 は1オ ー ダ ー高 い値(平 均値:1.65×108

CFU/ml)を 示 し、 レベ ル3の ス カム が 常 時 観 察 さ れ

る よう に な った。

この よ う なス カ ム発 生 状況 にお い て 、SRTを20日 か

ら5日 に変 更 し、Run4の 実 験 を86日 間継 続 した。 そ
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の結 果 、SRT変 更 直 後 で は急 激 に 、 そ の 後 は 徐 々 に

N.amarae生 菌 数 は 減少 し、 約106CFU/mlレ ベ ル で安

定 した 。 しか し、N.amarae生 菌 数 が激 減 し、 ほ ぼ一 定

の生 菌 数 を示 した時 点 か ら約15日 間 も、 ス カム は レベ ル

3の 状 態 を保 ち続 け 、 そ の後 、 レベ ル2ま で ス カ ム の発

生 が抑 え ら れ た。 こ の 条 件 でN.amaraeの 植 菌 を中 止

し、22日 間実 験(Run5)を 継続 した と ころ 、N.amarae

生 菌 数 や ス カ ムの 発生 状 況 はほ とん ど変 化 が な か っ た。

そ こでRun6で は 、Run1やRun2と 同 様 に、 合 成

下 水 の み を基 質 と して20日 間 実験 を継 続 した とこ ろ、 生

菌 数 は急 激 に減 少 し、実 験 終 了 時 に は104CFU/mlオ ー

ダー まで低 下 す る と とも に、 ス カ ム も消 滅 した。

一 方
、SRTを20日 に設 定 した場 合 、MLSS濃 度 は

約3000mg/lで 、SRTを5日 に変 更 した とこ ろ 、30日

目 まで は徐 々 に減少 し、 そ の 後、 約1000mg/1で 安 定 し

た 。 ま た、 ス カム発 生 の 有 無 やSRT、 ヘ キサ デ カ ンの

添 加 に か か わ らず 、 活性 汚 泥 混 合 液 の 表面 張 力 は70dyn

/cm前 後 で、25℃ で の水 の 表 面張 力(71.96dyn/cm)23)

とほ とん ど変 わ らな い値 を示 した。

4.考 察

4.1基 質 依 存 性 か らみ た活 性 汚 泥 中 で のNocardia

 amaraeの 挙 動

曝 気 槽 内 でN.amaraeが 増 殖 しな い と仮 定 し、 投 入

量 並 び に汚 泥 引 抜 き量 か ら算 出 され たN.amarae生 菌

数 の 経 日変 化 を、測 定 値 と と もに、Fig.4に 示 した 。、

こ の計 算 値 は 、各 実 験 にお け る最 後 の測 定 値 を次 の初 期

値 と した もの で 、次 式 か ら算 出 した 。

Nn+1=Nn×(1-1/SRT)+NA……(1)

こ こで、Nn+1は 第(n+1)日 目の曝 気槽 内 のN.

amarae生 菌数(CFU/ml)、Nnは 第n日 目の曝気槽内

のN.amarae生 菌数(CFU/ml)で 第n日 目に引抜か

れた活性汚泥混合液の生菌数測定値、NAは 汚泥引抜 き

後 に投 入 されたN.amarae量 を曝気槽単位 容積 当た り

の生 菌数 に換算 した値(CFU/ml)で あ る。 なお、測

定値 が 計算値 よ りも大 きな場合 には、曝 気槽 内でN.

amaraeが 増殖 したとみなすことがで きる。

合成下水 を基 質 としたRun1とRun2で は、測定

値が計算値 よ りも小 さく、 しか もほぼ一定の値、即 ち1

日当た りの投入量に相 当す る生菌数 を示 した。 これよ り、

合成下水 を基質 とした場合、活性汚泥 に合成下水が摂取

され るので、曝気槽内 でN.amaraeが 増殖 しに くい と

考 え ら れ る。 そ こで 別 途、 両 実 験 の 条 件 でN.amarae

と合 成 下水 を投 入 し、 合成 下 水 の 添加 に よ るN.amarae

の生 残 性 を検 討 した(Fig.5)。 そ の結 果 、N .amarae

前 培 養 液 を10ml投 入 した場 合(NAは9.14×105CFU/

ml)に は1日 後 に40.7%、 そ れ 以 降 で は75.3%が 、 ま

た前 培 養 液100mlの 投 入(NAは9.14×106CFU/ml)

で は83.8%と33.3%が そ れぞ れ生 残 してい た 。 これ らの

生 残 率 を考 慮 す る と、式(1)は 次式 の よ う に修正 で き、 算

出 され たN.amarae生 菌 数 をFig.4の(a)と(b)に 破 線

で 図 示 した。

Nn+1=Nn×(1-1/SRT)

×a+ NA×b…………(2)

ここで、aは2日 目以降の生残率(%)、bは1日 目の

生残率(%)で ある。 これ より、生残性 を考慮 した計算

値は測定値 とほぼ一致 していることがわかる。 したがっ

て、合成下水 を基質 としてSRT20日 で運転 された回分

培 養では、N.amaraeを 意図的に添加 して も、曝気槽 内

では増殖せず、逆 にその一部 しか生残で きないと判断で

きる。

SRT20日 でヘ キサ デカンを一部投 入 したRun3で

は、Fig.4の(c)か ら明 らかなように、ヘキサデ カン投

入直後の測定値 が計算値 よりも1オ ー ダー高 く、その後

ほぼ一定 の値 を示 した。ヘ キサデ カンはN.amaraeが

特異 的に利用で きる基 質であ る15)ので、その添加 によっ

て、N.amaraeが 増殖 した ものと考 えられる。 したがっ

てぐ合 成 下 水 で は 曝 気槽 内 で増 殖 で き なか っ たN.

amaraeで あるが 、流入基 質の種類 に よっては、増殖 で

き得 るといえる。

4.2SRTか らみた活性汚泥中でのNocardia

 amaraeの 挙動

SRT20日 で運転 したRun3に おいて、スカムが観

察 されてか らSRTを5日 に変更 した ところ(Run4)、

N.amarae生 菌数は急激 に減少 し、約106CFU/mlの レ

ベ ルで安定 した。 スカムは、Run4に 変更 してか らレ

ベ ル3の 状態が45日 目まで続 き、その後、 レベル2ま で

ス カム発生量 は抑え られた。SRT運 転の効果 は、その

設定値の2～3倍 の培養 日数 を要す る24)と報告されてい

るが、Run4に 変 更後、45日 目まで レベル3で 、それ

以降は レベ ル2の 状態 を維持 してお り、スカムは消滅す

ることはなか った。既往研究では、SRTの 減少がスカ

ム対策に有効である とい う報告 は多い3,7,25-18)。しか し、

我が国の下水処理場785ヶ 所 を対象 と して著者 ら30)が行

った処理障害のアンケー ト調査で は、異常発泡 ・スカム
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Fig.4 Comparison of measured values with calculated values on N. amarae viable cell counts in each

 Run. Symbol:〇, measured value. Solid lines are expressed as calculated values by eq.(1)

 and broken lines are as those values modified by eq.(2).

生成の対策で 「大変に効果があった」事例にSRTの 減

少が挙 げられ ているが、「やや効果があった」や 「全 く

効果がなかった」事 例であるとの回答 も多 く寄せ られて

い た。 この差異の詳細 はアンケー トか ら読み とれなかっ

たが、他の設問の回答や 自由回答 に記 述された内容 から、

スカムの前兆が現れた直 後にSRTを 減少する と効果的

であ るが、スカムが大量 に発生 した後ではあ まり効果が

なか った ものと思われる。本実験 で も、ス カムが発生す

れば、SRTの 減少 により曝気槽 混合液内のN.amarae

濃 度は減少す るが、ス カムに集積 したN.amaraeに は

SRT減 少の効果が現れ なかった と考 えられる。 この結

果 は、1年 間の実下水処理場における生菌数測定 とその

物 質収支か ら、ス カムにN.amaraeが 濃縮 され、その

滞留時間がSRT設 定値以上に維持 されている可能性が

高い とい う報告19)と一致 している。 したが って、スカム

対策 としてのSRT制 御 は、スカム発生の前兆のあ る場

合 には有効 であ るが、一度ス カムが発生 した場 合には効

果的ではないことが示唆 された。
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Fig.5 Viability of N. amarae in batch culture.

 Symbols:〇, about 0.9 ×107CFU/ml of

 inoculum size;△, about 0.9×106CFU/ml of 

inoculum size.

4.3 Nocardia amarae生 菌 数 とス カム発 生

本実 験 の 結 果 で は 、常 時 安定 してス カム の発 生 して い

た 時期 のN.amarae生 菌 数 は106～108CFU/mlで あ っ

た 。既 往 研 究 で は ス カム 発 生 時 に105～106CFU/ml7,8)

あ る い は101～107CFU/ml29)のN.amarae生 菌 数 で あ

っ た と報 告 され て い る。 これ らはす べ て 、MS培 地 に よ

り計数 され た生 菌数 であ る。OD培 地 はMS培 地 よ り も

約1オ ー ダ ー高 い生 菌 数 を示 す17,18)ので 、本 実 験 の 結 果

は 他 の報 告 と同 程度 であ った と考 え られ る 。

ス カ ムの 発 生 はN.amaraeの 量 の み で 決 ま る と報 告

され て い る3)。 本 実 験で は、 ス カ ム発 生 の 認 め られ た 最

低 の 生 菌 数 はRun4に お け る1.50×106CFU/mlで あ

った。 も し上 記 の報 告 が 正 しけ れ ば、Run1やRun2

で もス カ ム は発生 した はず で あ る。 しか し、実 際 には発

生 しな か っ た の で 、 ス カ ム の 発 生 はN.amaraeの 量 だ

け に関与 せ ず 、何 らかの 因 子 が加 わ って初 め て発 生 す る

と考 え られ る,本 実 験 で は、 ヘ キサ デ カ ンが ス カム の誘

発 因子 であ った と推 定 で きる 。

4.4ス カ ム発 生 と表 面 張 力

GoddardとForster5)は 、 ス カ ム発 生 時 に界面 活 性 物

質 が生 産 され 、表 面 張 力 が 低下 す る と報 告 して い る。 し

か し、Blackallら6)は 、 オー ス トラ リア各 地 の下 水 処 理

場 を調 査 し、ス カム の発 生 と表面 張 力 には 何 ら関係 が 見

い だ せ なか っ た と指摘 して い る 。 本研 究 で は 、Fig.3

か らも明 らかなように、安定 なス カム(レ ベル3)が 発

生 していた培養117～174日 目において も、表面張力 は低

下 しなか った。 著 者 ら31)もGoddardら と同様 に、N.

amarae培 養液 の高分子 画分 から発泡性 ・乳化活性 のあ

る物質 を確 認 してい る。 しか し、 この界面活 性物 質は回

分培養減衰期(培 養10日 目)で 最 も多 く生産 されるが、

曝気槽 からみ ると極めて低濃度で あるので、N.amarae

が濃縮 された場でのみ界面活性の効果が発揮 されると推

測 してい る。 したが って、本研 究ではBlackallら の報

告 と一致 した知見が得 られたが、スカム発生 と表面張力

の関係 は、スカム原因菌 の培養 フェーズ、試料 の採取場

所 や方法な どの要因 も含 まれて くるので、今後の課題で

あると思われる。

5.要 約

スカム原 因菌 の代 表例で あるN.amaraeの 曝気槽内

での挙動 とスカム発生に及ぼす役割を解明する第一歩 と

して、 活 性 汚 泥 連 続Fed-Batch培 養 の 曝 気 槽 にN.

amaraeを 意図的に添加 し、その挙動 を各種 の条件下で

検討 した結果、次の知見が得 られた。

(1)合 成下水では曝気槽 内で増殖 しなかったN.amarae

であるが、ヘキサデ カンのような基質の流入では増殖す

る ことが わかった。

(2)ス カムの発 生はN.amaraeの 濃度 のみで は決定 さ

れず、ヘ キサデカンなどの誘発因子が深 く関与 している

可能性が示唆 された。

(3)ス カム対策 としてのSRT制 御は、スカム発生 の前

兆のある場合には有効であるが、一度スカムが発生 した

場合には効果的ではない と考えられる。

(4)ス カムの発生 と表面張力には何 ら関係が見いだせ な

かったが、スカム原 因菌の培養 フェーズ、試料の採取場

所や方法 などの要 因も含 まれて くるので、今後の課題で

あるこ とを指摘 した。
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