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　一般に，河川水等の環境水を除きBODを測定する場合，

希釈水に植種液を添加して測定する。この植種液には，

JIS K ０１０２によれば，河川水，下水の上澄液，土壌抽出

液，さらに培養液として試験室内で試料に馴らした微生

物を培養した上澄液がある。しかし，河川水等はBOD測

定に適したものを選択して使用しなければならず，入手

の困難さ，水質の不安定性が常に問題となる。植種液の

安定供給，及び水質の安定のためには，試料に適応した

微生物を増植させて，常時手元にあることが最も好まし

い。

　そこで，今回植種培養液の維持管理について，回分式

培養方法を用いて，合成培地組成，MLSS管理，及び長

期休暇時を想定した無負荷培養実験等種々の検討を行っ

たので報告する。
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　日常の培養には塩化ビニル製の図－１に示す培養槽に，

はじめに種汚泥として下水処理場の活性汚泥を１Ｌ入れ

て水道水で６Ｌとして曝気を開始した。そして，回分式

培養方法により，朝３０分曝気を止め，上澄液を３Ｌ引き

抜き，合成培地を４０ml加えて元の水位まで水道水を満た

し曝気を開始する操作を毎日繰り返した。

　また，無負荷培養実験は２Ｌのポリ容器に培養液を１．５

Ｌ入れて，表－１に示す方法で検討した。Run1，２は図

－２の接続方法で１２日間の無負荷培養を行った。その後

さらに全てのRunを連続曝気に戻して，合成培地を日常

の培養と同様の比率で加えて，２週間培養を継続した。

なお，通気は図－２の接続方法で水洗した空気を用いて

行い，曝気後の排気は活性炭で脱臭した。
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　JIS K ０１０２によればBOD測定時の植種液には，河川水，下水の上澄液と共に試験室内で試料に馴らした微生物を培

養した上澄液も含まれている。河川水等は入手の困難さ，水質の不安定性が常に問題となり，植種液の安定供給，及

び水質の安定のためには，試料に適応した微生物を増植させて，常時手元にあることが最も好ましい。

　そこで，今回植種培養液の維持管理について，微生物の餌となる合成培地の保存性，最適組成，そして培養液の至

適水温，MLSS濃度，さらに長期休暇に対応する無負荷培養実験等の検討を行った。

　その結果，合成培地の保存性については１４０℃ で２時間容器を加熱して用いることにより腐敗を防止できた。培地

組成ではpH安定のためには，リン酸塩がある程度過剰に含まれている必要があった。また，植種培養液の日常管理に

おいては，上澄液のBODをあまり下げすぎないようなMLSS管理が必要であった。水温は５℃～２５℃の範囲内で安定

した培養が可能であった。長期休暇時を想定した無負荷培養実験では間欠曝気，連続撹拌と冷蔵庫保存を検討したが，

冷蔵庫保存のものが汚泥の崩壊が少なく最も良好であった。
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　スクリューキャップ付きガラスビンを恒温槽で１４０℃，

２時間加熱し，余熱のあるうちに４０～５０℃の作りたての

合成培地を注ぎ入れ，室温まで冷ましてから冷蔵庫に保

存した。この方法で合成培地１Ｌを使い切るまで変質は

認められなかった。なお，合成培地は１Ｌのビーカーに

約９００mlの精製水を入れ，試薬を添加してホットプレー

ト上で沸騰させないように加熱溶解し，中和後に１Ｌと

した。

　合成培地はJISの植種液使用基準への適合状況，及び硝

化作用によるpHの低下状況を見ながら，適宜組成の検討

を行った。表－２に示す５種類の組成について，最低で

も１ヶ月間の培養を継続して良否を判定した。
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　１年間以上，回分式培養方法を継続して，培養液への

水温の影響を調べた。また，MLSSは低温時には高めに

維持し，１５℃以上の時は２０００～４０００mg/Lに維持した。

　培養液の曝気停止直前，停止３０分後，水位復元曝気直

後，培地添加直後，曝気開始１時間後のpHを測定し，合

成培地添加前後のpH，亜硝酸性窒素，及び硝酸性窒素の

変動を調べた。
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　回分式培養方法で培養した溶液を４分して，表－１に

示す方法でRun１～４に各１．５Ｌ使用した。Run１～３は

ラインヒーターにて２０～３０℃ に保温した。Run１は２時

間曝気２２時間停止の１日１サイクルの繰り返し，Run２

は１時間曝気１１時間停止の１日２サイクルの繰り返し，

Run３はスターラーによる連続撹拌を行った。Run４は

４℃の冷蔵庫に保存した。これを１２日間続けた後に，さ

らにRun１～４の連続曝気を開始し，翌日から合成培地

を１０ml添加して，回分式培養方法に戻して沈降性（SV３０），

pH，及びBODの変動を調べた。
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　合成培地組成を表－２に示す５種類に変化させて培養

を行った。培地－Ⅰではグルコースが１０ｇ，ペプトンが

３０ｇと少ないためBODが低く，窒素の比率が高いことか

ら消化菌が増植しやすく，特に休日明けの月曜日に低pH

になりやすかった。

　培地－ⅡではpHは安定しているが上澄液のBODが１

mg/L程度になるとJISの植種液使用基準を満足しにくく

なる傾向が見られたが，BODが１０mg/L程度なら図－３に

示すとおりBOD：２１０±１０mg/Lの基準を満足した。そこで，

ペプトンの一部を植種液使用基準確認溶液に含まれるＬ

－グルタミン酸に変えた培地－Ⅲ～Ⅴを検討した。

　また，活性汚泥が正常に生育するために必要な栄養バ

ランスは，一般にBOD：N：P＝１００：５：１以上と言わ

れているが，このバランスを満たす濃度にＰの添加量を

減らした培地－Ⅲにおいても，培地－Ⅰと同様に休日明

けの月曜日にpHの低下傾向が見られた。Ｐ濃度を培地－

Ⅲの２倍にした培地－Ⅳでもこの傾向は変わらなかった。

　培地－ⅤはＰ濃度を培地－Ⅱまで戻して，さらにＬ－

グルタミン酸を添加したことでJISの植種液使用基準を

満足しやすくなるかどうかを検討した。図－４に示すと

おり，その効果はあまり見られず，培地－Ⅱとほぼ同程

度であった。なお，硝化菌抑制のためアリルチオ尿素を

添加したものはBODが１７０mg/Lと無添加のものよりやや

低かった。

培養温度（℃）培　養　方　法№

２０～３０間欠曝気（２時間曝気２２時間停止）Ｒｕｎ１

２０～３０間欠曝気（１時間曝気１１時間停止）Ｒｕｎ２

２０～３０スターラーによる連続撹拌Ｒｕｎ３

４冷蔵庫保存Ｒｕｎ４

培養液量：１，５００ml 　MLSS：９，５００mg/L 
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pH：７．２　添加量：ｇ

培地－Ⅴ培地－Ⅳ培地－Ⅲ培地－Ⅱ培地－Ⅰ試　薬　名

１２８４１２１２リン酸－カリウム

４０４０４０４０１０グ ル コ ー ス

３５３５３５４０３０ペ プ ト ン

５５５－－Ｌ－グルタミン酸

４．８３．８３．０３．８３．８水酸化ナトリウム
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　培養液の水温は１１月の５℃が最低（以降２０℃に保温）

で，８月の２５℃ が最高であったが，この範囲では培養

に問題はなく，むしろ高温時に汚泥の引き抜きを頻繁に

行い，MLSSの管理で消化菌の増殖を抑制する必要が

あった。高温時にはMLSSを２０００mg/L程度に抑えた方が

pHの低下を防ぐことができた。図－５に示すとおり，曝

気停止直前に比べ，培地添加直後に亜硝酸性窒素が高く

なり，硝酸性窒素が低くなる傾向が見られた。図－５の

Ａは培地－Ⅱから培地－Ⅲに変えて３日目のもの。また，

同じ培地－ⅤでMLSS（４０００mg/L）がほぼ同じ場合（図

－５のＢ，Ｃ），水温の高い方が硝酸性窒素の濃度が高

くなりやすく，休日明けの月曜日にpH６を下回る値を示

すこともあった。

　合成培地添加前後のpHの変化は図－６に示すとおり，

培地添加直後に低くなる傾向が見られた。これはイオン

クロマトグラフで酢酸を確認したことから有機酸生成に

よるものと推察された。
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　Run１～４のSV３０を図－７に示す。Run３を除き，SV３０

は無負荷培養終了直後の７０台から徐々に低下し６０まで推

移したが，その後の３日間の空曝気によりやや上昇する

傾向を示し，汚泥崩壊による濁りも増加した。Run３は

無負荷培養終了直後から他に比べ濁りが認められ，沈降

性の回復も悪かった。

　上澄液引き抜き量とpHの変化を図－８に示す。無負荷

培養終了後，いずれのRunでも合成培地添加の回分式培

養方法に戻しても，pHの回復は認められなかった。また，

３日間の空曝気でさらに硝化菌が活発化してpHが低下

した。このことから，硝化菌の増殖によるpHの低下防止

対策には，MLSSの適正管理しか方法は無いものと思わ

れた。それはこの実験の終了後，培養液を４倍に希釈し

て回分式培養槽に戻してMLSS ２０００mg/Lで，平常の培養

を続けたところ，３日目でpHが中性に回復したことに

より確認できた。
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　無負荷培養後の上澄液BODの推移を図－９に示す。培

地添加開始３日目（１月９日）ではRun３が７mg/Lと最

も高かったが，その後の３日間（１月１１～１３日）の空曝

気後では，Run１～３が２０mg/Lを超える値まで悪化した

のに対し，Run４は１３mg/Lと最も低い値を示した。この

結果から，冷蔵庫保存は培養液の活性低下が少なく，特

別な装置も必要なく，最も省エネルギーな方法であるこ

とがわかった。
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　今回の検討の結果，下記のことが明らかになった。

１）合成培地の保存性については１４０℃，２時間加熱した

ガラスビンを用い，４０～５０℃の合成培地を注ぎ入れる

ことにより，腐敗を防止できた。

２）合成培地の組成を５種類検討したが，従来から使用

していた培地－Ⅱが良好であった。

３）回分式培養方法により，水温は５℃から２５℃の範囲

内で安定した培養が可能であった。

４）植種培養液の日常管理には上澄液BODをあまり下

げすぎないことと，硝化菌の増殖を抑えるMLSS管理

が必要であった。

５）長期休暇時を想定した無負荷培養実験では，２週間程

度なら冷蔵庫保存が汚泥の崩壊も少なく，最も良好で

あった。
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１）工場排水試験方法：１９９８，日本規格協会，ｐ４９～５４

２）桜井敏郎他：活性汚泥法と維持管理，産業用水調査

会，ｐ４０～６０
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