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第2毘衛生工学シンポジウム
1994.11北海道大学学術交流会館

生物活性炭の硝化細菌計数法における培地の検討

梅老江邦雄(北見工業大学) 萩下隆(北見市企業局) 末広誠一(水道機工)

1.はじめに

近年、水道水源の汚濁の進行に伴い、オゾン、粒状活性炭処理の導入が多くの自治体で検討

されている。前段に境素を注入しない粒状活性炭処理では活性炭表面に繁殖した微生物が処理

に貢献することが知られている。硝化縮菌によるアンモニア性窒素の除去は微生物の重要な機

能のひとつであり、硝化細菌の動態の調査は生物活性炭を評価する上で重要と考えられる。現

志のところ、硝化紹爵の計数には主にMPN法が用いられているが、菌数に強く影響すると考
えられる培地については報告ごとにその種類が異なっており一定していない1)幻。そこで今回

は、北見市の高度浄水処理実験3) (常呂川表流水、オゾン、粒状活性炭処理)で使用の生物活

性炭を対象に、数種類の硝化細菌計数用培地における計数値の比較および培地成分が菌数に及

ぼす影響について検討した結果を報告したい。

2.実験方法
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アンモニア酸化細菌用培地 史石高酸E主化細菌用培地

い:;z.培 レ伊ニス
3(L翠日培訪培地5)地t土穣微 SB いニ2培 土援微 SB 地.) 改変 生物 培地円 地‘】 生物 培地内

(1/30) 培地 笑培験地法引
0/30) 実験法

培地

(NH.) 2S0. I 30mg 30由E 0.5g 0.5g 

NaNO. 
(5.0g 

30mg 

KNO. 6由g 8.5mg I 

K.HP04 30mg 270田E 0.2g 1. Og 15mg 1. Og 140mg 

KH.PO. 30mg O. 2g 27血g

Na.C03 10mg 

NaCl 60mg 60mg O.3g 15mg む.3g

MgS04・7H20 15mg 15mg 50mg 0.3g 40阻g i自由E O. Ig 0.2g 

FeSO.・7H.0I 12田g 12mg l盟g 30mg 30mg 

EDTA叩 Fe 1.0阻! 1. Oml 

CaC12.2H20 13.4由g 20田g 13.4mg 0.3g 13.4田E

CaC03 (2) 7.5g 1. Og 

培地震 5田l 5 ml 5 ml 3血i 4冨! 5 ml 5曲l 4 ml 

備制ι (t) (2) (3) (4) (3) 

備考:(1)減額した主包装性炭酸泌を培地5mlに対して、 0.3田E添加。
(2)約35mgのCaC03を入れて乾熱波留した試験管にろ過滅麗して分注。
(その他の培地は121'Cで15分間蒸気滅菌)
(3) EDTA自 FeはFeS04O. 246g. XaEDTA 0.331gを100田iの蒸留水に溶かす。
その他iこ12中に、微量元棄として、 Na2MoO.・2H20O. lmg.MnC12 0.2田g.
CoCI.・6H200.002mg.CuSO.'5H20 0.02盟g.ZnSO.・7H20O. lmgを加える。
CaCI.・2H20とMgSO.・7H20はiJlJに蒸気滅菌して加える。
(4)その他に1.1!中lこBromothymolblue 2mgを加え、 l怒気滅菌前にNaOHでpHを
7.41こする。
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表2.硝化細菌計数用培地の特徴

アンモニア齢化細菌用培地 涯E自E量百量化細菌舟培地

いニス培 L“ニス
諏(し日訪培培地地ii) :tE夜i教

SB いこ;u告 ニ主演微 SB 
地 改変 生物 培地 地 生物 培地
(J/30) 培地 実験法 0/30) 受験法

培地 培地

蜜素濃度{冊g/L) 6. 4 6.4 
(j??) 

106 106 6.1 1.0 1.4 

pH実測f直 8.6 7.5 7.9 7.3 7.3 7. 6 7. 1 

T品制度(mg/L) 72 73 7800 65 

成分の有無
一目白--一一一 一一一一一一一一 一ーー- 一ー一ー 一一一ー
Na + + (+)柱l 十 + + + ( +)在l
一一一回』一一一
K + + + + + + ぶト + 
向日ーー一一一 一ー一ー 一一一一 町一一一一一一一 一一--叩町一一 一一ーー
1¥'1 g + + 十 十 + + 十 + 同町一回』ーーー 一一一一一甲山一 町一一一 一一--一一-- 一一目白 同一ーー
Ca + + + + + + 
ーーー叩一一四一 叩時}ー一ー一一 一一一四

+ 
一叩一一目白山町 ー一ーー

Fe + + + + 十 + 
町一ー一ーー一一 一甲山町山叩一一 一ー-ー 一一一一 一一由一 一一一一一一一ー

』甲山町
微量元素性2 十 十

注J) : (+)、希釈水{上水試験方法1982)にNaが6mg/R.含まれている。
注2) : Mo.ト10.Co. Zo. Cu 
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罰2.

3.結果と考察

アンモニア酸化細菌用培地お

よび培養法を比較した結果につ

いて菌数と培養期間の関係を図

2 (3系)、図3(4系)に示す。諏

訪L培地でかなり高い菌数が得



られ、しかも4週開の培養で最

大値となった。ただし、 3系で

は培養期間を長くした場合にレ

ーニス十砂培地およびレーニス

改変培地で諏訪L培地における

よりも高い菌数が得られた。諏

訪日培地の菌数は他の培地より

も極端に低かったが、これは高

濃度のアンモニア性窟素による

硝化細菌の増殖阻害が起こった

結果と考えられる則。

レーニス培地については石英

砂添加の効果を調べたが、石英

砂を入れた培地の方が蘭数が高

かった。

振とうの効果についてはSB

培地で比較したが、振とう効果

は殆ど認められず静置培養のガ

が高い頭数を示した。

亜硝酸酸化細菌培地の比較を

図4(3系)、国5(4系)に示す。

土壌培地で最も高い菌数が得ら

れた。レーニス培地の菌数は培

養初期は他の培地よりかなり低

かったが、 8週間目以降では援

が小さくなり、 13週間自以降は

SB培地とほぼ等Lくなった。 6 r 4系
これはレーニス培地では亜硝酸 富

cc ，.，. 
性窒素濃度が高いため亜硝酸が 会E

消失するまで、に時間がかかった き4
結果と考えられる。 議s
石英砂添加の効果については 捜

レーニス培地およびSB培地で と~ 2 

比較したが、効果は明確には確 議1
認できなかった。また、培養時 国

の振とうの効果をSB培地で比 4 6 B 10 12 14 16 

較したが、効果は認められなか 培譲期間(週)

った。 圏5.亜硝酸酸化細菌計数用培地の比較(4系)

ごと壌培地を用いた場合、硝酸の生成を伴わない亜硝酸の消費があることが知られている 11)。

このため培養後、張硝酸が消失した最大の希釈倍率の培養液について班硝酸および硝駿濃度を

イオンクロマトグラフ法で測定したところ、消失した亜硝酸性窒素はすべて硝酸性窓素となっ

ており、盟硝酸酸化細菌の増殖が確認された。

14 
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図3.アンモニア酸化細菌計数用培地の比較(4系)
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諏訪培地のアンモニア性窒素濃

度がアンモニア酸化縮菌数に及ぼ

す影響については、 3系の結果を

密6に、 4系の結果を図7に示す。

3系で、は20mg/f2以上で窒素濃度

が高いほど菌数が低くなった。 4

系で、は窓素濃度1OOmg/ f2以上で

菌数が顕著に低下した。このよう

に菌数が顕著に低下するアンモニ

ア性窒素濃度は試料によって異な

っていたが、いずれも10mg/f2以

下の濃度では菌数の差が少なかっ

た。最大の菌数に達するまでの培

養期間はアンモニア性議素濃度が

低い培地で長くなる傾向が認めら

れた。

土壌培地を用いてアンモニア性

窒素濃度の影響を調べた結果を図

8に示す。窒素濃度を10mg/f2と

した場合(土壌10培地)、原法の

100mg/ f2の培地に比べて約l桁高

い計数値が得られた。ただし、ア

ンモニア性窓素濃度を10mg/f2と

した諏訪培地(諏訪日培地)より

菌数は低く、特に培養初期の差が

大きかった。
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500mg/ !2は検出限界(2X1Q3/m1-BAC)以下

微量元素の効果を調べた結果を図9に示す。諏訪問培地と微量元素を添加した諏訪10T培地問

の明確な義は認められなかった。との結果はお本ほかの報告10)と異なっているが、試料や基本

となる堵地の成分の違いが露関と考えている。

ι/ 5 

一一路一一土壊10

一-0一一土壌
一一一図一一切諌訪問

一-0一一諏訪10T
一一。一一議訪問

3系'946/19澱定3系'944/27澱定

6 8 10 12 14 16 4 6 8 10 12 

培養期間(週) 培養期間(遇)

図8.アンモニア性窒素濃度の影響(土壌培地) 関9.微量元素の効果

-273 



4.おわりに

今田は、既存の培地を比較し、培地成分によって欝数が異なることを示じた。アンモニア酸

化細菌舟の培地では諏訪L培地が短い培養期関で多くの菌数が得られる点で優れており、互主硝

酸酸化細菌用の培地ではこと壌微生物実験法培地で高い臨数が得られた。またアシモニア酸化細

菌用の培地において、アンモニア性窒素濃度が高くなると検出される菌数が減少するため培地

中の窓素濃度が10mg/f2以下が望ましいことが明らかになった。今後は培地の各成分の濃度と

蘭数の関係をさらに検討し、より多くの菌数を検出できる培地組成を明らかにしたいと考えて

いる。
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