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Abstract

 

Microbial biochemical oxygen demand(BOD)biosensors have been developed for rapid and reliable
 

BOD estimation of the shochu distillery wastewater by employing the same wastewater-utilizing microorgan-

isms isolated from activated sludge.These microorganisms,identified as two strains of Candida species and
 

a strain of Saccharomyces specie,were found to grow more rapidly in a shochu wastewater medium as
 

compared to Trichosporon cutaneum which has been adopted as the microorganism for BOD biosensors by
 

the Japanese Industrial Standard Committee.BOD biosensors based on shochu wastewater-assimilating
 

microbes yielded relatively high BOD values for the wastewater compared to the sensor based on T.

cutaneum.This suggests that these sensors respond only to easily and fast assimilable substances for the
 

microbes.The results obtained in the present work demonstrate the developed BOD sensor to be a promising
 

device for BOD estimation of the shochu wastewater.

Keywords:BOD,biosensor,shochu waste,immobilized microorganism

１．はじめに

BOD（生物化学的酸素要求量）は，水環境の有機汚

濁を測る代表的な指標であり，水中の有機物が微生物

の働きによって分解されるときに消費される酸素の量

を意味する。BODは，これまでおもに工場排水試験方

法JIS K0102に規定される５日間法（BOD)により

測定されてきたが，溶液の調製に手間がかかり，イン

キュベーションに５日間を要し，さらに再現性も良く
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ない等の問題があった。そこで，より迅速で信頼性の

あるBOD測定法としてKarubeら は，酸素電極の先

端に酵母菌Tricosporon cutaneumを固定した微生物

センサを開発し，これを用いた簡易溶解性BOD

(BODs)測定器が，JISにも採用された（JIS K3602)。

しかしながら，測定に用いる微生物によって代謝され

にくい物質は測定値に含まれないことや，代謝活性を

低下させる物質が含まれていると実際よりも低い

BOD値を示すなどの問題があり，Tricosporon
 

cutaneum 以外にも，Bacillus subtilis や

Pseudomonas putida などの細菌，Hansenula
 

anomala ，Torulopsis candida ，Arxula adeninivor-

ans などの酵母を用いたセンサが検討されてき

た。BODセンサに用いる菌は，一般に基質の資化活性

が高く，特異性が低いものが望ましいとされる。そこ

で，測定対象となる廃液等にさまざまな基質が含まれ

る場合には単一種の微生物でなく，複数種の微生物の

混合物 や活性汚泥 などを固定化して用いる

ことが試みられている。

我が国固有の蒸留酒である焼酎には２種類あり，麦

や芋，米などの農産物を原料として造られる乙類（本

格焼酎）の生産量は，平成８年の32万kLから平成17年

度には51万kLに増大している。それとともに副産物

である焼酎粕の排出量も増加しているが，最近，環境

保全とのかかわりから従来行われてきた海洋投棄や畑

などへの散布が禁止されたため，陸上処理への移行が

急速に進められている。固形物を除いた焼酎蒸留廃液

の陸上処理においてBODの評価は不可欠であり，焼

酎廃液の信頼度の高いBOD評価技術の開発が急務に

なっている。焼酎廃液には種々のタンパク質や糖質な

どが含まれており，pHは3.5～４とかなり酸性が強い

ことや，原液のBODは原料によって異なるが，例えば

麦焼酎ではBODが66,000～87,000mg L 程度であ

ることなどが報告されている。そこで本研究では，焼

酎廃液のより正確なBOD値を評価するために，焼酎

蒸留廃液資化菌の分離とそれを用いたBODセンサの

開発を試みた。

２．実験方法

２．１ 焼酎蒸留廃液資化菌の分離

焼酎蒸留廃液は，福岡県糟屋郡にある光酒造㈱の麦

焼酎蒸留残渣を遠心分離してその上澄みを用いた。こ

れを蒸留水で希釈した液体培地（焼酎蒸留廃液培地）

に北九州市日明浄化センターで採取した下水汚泥を加

えて30℃で数週間振盪培養し，その後培養液を焼酎蒸

留廃液-Gellan Gum培地に植菌して30℃で静置培養

した。コロニーの形状や色などの違いから３種類の菌

を分離し，それぞれSH-1，SH-2，SH-3株と名付けた。

得られた菌体は，蒸留水に1.0％glucose，0.5％pe-

ptone，0.3％malt extract，0.3％yeast extractを加えて

調製したYM培地中で培養し，等量の40％glycerol溶

液を加えて-80℃で保存した。また比較のためにJIS K

3602に規定されているTricosporon sp.(NBRC10466)

を使用した。

２．２ BODセンサの作製

それぞれの菌をYM培地中で振盪培養（30℃）し，

対数増殖期で培養液を採取した。遠心分離器にかけ，

菌体を滅菌水で洗浄した後，再び滅菌水に懸濁し，

PTFE製メンブレンフィルター（Millipore製Om-

nipore，孔径1.0μm）で吸引ろ過することにより膜上に
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Fig.1. Schematic of the BOD sensor and flow-type
 

cell.

Fig.2. Schematic of the flow-type BOD sensor system.
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微生物を固定化させた。これを微生物が酸素電極

（TOA，OE-470BA）の酸素透過膜に接触するように

重ね，最後に透析用セルロース膜で覆うことにより，

バイオセンサを作製した（図１)。

２．３ 測定装置および方法

センサとフローセルの構造ならびに測定装置の構成

をそれぞれ図１および図２に示す。自作のポリプロピ

レン製フローセルにセンサをセットし，空気で飽和さ

せた0.1Ｍリン酸緩衝液（pH7.0)，BOD標準液および

検水（焼酎廃液希釈液）をそれぞれ送液ポンプでセル

に送り，溶存酸素計（TOA，DO-55G）でDO値の変

化を測定した。なおフローセルと３種類の溶液は，そ

れぞれ30℃のインキュベーターおよび恒温水槽内に保

持した。はじめにリン酸緩衝液を流してセンサからの

DO出力値が安定するのを待ち，BOD標準液または検

水に切換え，再び出力値が安定したら緩衝液に切換え

た。DO値の減少がBODに比例するものとして，毎回

標準液で校正することにより検水のBOD値を求め

た。液流量は2.5mL min とし，標準液としてはJIS K

0102に規定されているGGA標準液（１Ｌ中にグル

コースおよびL-グルタミン酸各150mgを含む水溶

液）を用い，そのBOD値を220mg L とした。これら

の水溶液の調製には，いずれも滅菌水を使用した。

３．結果および考察

３．１ 焼酎廃液資化菌の同定

Fig.3は，1/100希釈焼酎廃液培地を用いて測定した

各菌の増殖曲線を示したものである。図よりいずれの

菌も焼酎廃液を資化することがわかる。また対数増殖

期の傾きはSH2≒ SH3＞SH1となっており，SH1の

増殖速度がSH2やSH3に比べるとやや遅いことがわ

かる。

また菌のSEM写真をFig.4に示す。SH-1は卵型，

SH-2およびSH-3はそれよりやや長い楕円球で，長径

はいずれも２～５μmであり，酵母であることが推察

された。そこでBioMerieux社の酵母様真菌同定キッ

トID32Cアピを用いて同定を試みたところ，SH-1は

S.cerevisiae（ID99.9％），SH-2およびSH-3はいずれ

もCandida krusei（ID85.7％および97.8％）に近い

菌株と推定された。

３．２ センサ応答曲線

センサ応答曲線の１例をFig.5に示す。緩衝液から

BOD標準液あるいは検水（焼酎蒸留廃液）に切換える

と，いずれの場合もDO値が急激に減少し，10～15min

でほぼ定常値に達することがわかる。その後，緩衝液

に切換えるときに装置上の欠陥によると思われる不自

然な変化が見られたのちゆっくりとDO値が回復し

ていくのがみられる。得られた応答曲線より，BOD標

準液におけるDO値の減少をBOD 220mg L とみな

して，比例計算により検水のBODsを求めた。

３．３ BOD測定

焼酎蒸留廃液の希釈倍率を変えてBODsを測定し

た結果をTable 1に示す。表より希釈倍率が高くなる

ほどBODsの測定値は高くなることがわかる。廃液濃

度が高い場合には菌の代謝活動により溶存酸素濃度が

かなり低下し，酸素不足の状態になるため，結果とし

て低いBODs値を生じるものと推察される。このこと

は，精確なBODsを測定するには適度な希釈が必要で

あることを示唆している。

用いた菌株の種類による影響をTable 2に示す。JIS
 

K3602で用いられているT.cutaneum(NBRC1198）

Fig.3. Growth curves of the isolated strains in sho-

chu distillery wastewater-medium.
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Fig.5. Time courses of the response of a BOD sensor
 

for GGA standard solution and shochu distillery
 

wastewater.

Table 1.Effects of the dilution of shochu wastewater
 

on BODs estimation.(strain SH-1 3.5mg)

Dilution
 

rate  BODs/mg L

10  4,200
 

100  27,600
 

500  34,500

⒜ Saccharomyces sp.SH-1

⒝ Candida sp.SH-2

⒞ Candida sp.SH-3

Fig.4. Photomicrographs of the isolated strains.

Table 2.Dependence of BODs estimation on the yeast
 

strains employed for construction of sensors.

(Dilution rate＝100)

Strain  BODs/mg L

SH-1  27,600
 

SH-2  53,400
 

SH-3  30,000
 

T.cutaneum  13,000

(SH-1 3.5mg；SH-2 1.0mg；SH-3 1.1mg)
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に比べると，焼酎廃液資化菌であるSH-1～SH-3菌株

ではいずれの場合においても高いBODs値を示して

おり，より実際に近い値と推測される。また，得られ

たBODs値はSH-2＞SH-3＞SH-1の順になっており，

Fig.1の増殖曲線の結果と考え合わせると，資化活性

が低い菌ではBODs値が小さくなることが推察され

る。

比較のために各菌を用いて５日間法で測定した

BODの結果をTable 3に示す。SH-3株でやや高く，一

方，T.cutaneumではやや低いBOD値を示すが，菌の

種類によるBOD値の差は小さいことがわかる。これ

は５日間の代謝活動によるDO値の減少を測定する

ため，菌による焼酎廃液の資化速度の差の影響を受け

にくいことを示している。またTable 2の結果と比較

するとSH-2株以外の菌ではBODs値はBOD5値に比

べてかなり低い値を示すことがわかる。これは多糖や

タンパク質などの高分子物質の分解には時間がかかる

ためBODsに反映されにくいことが原因の一つと考

えられる。また，表２のBODsの測定において，用い

る焼酎廃液の希釈倍率を一律にしたことも原因の一つ

と考えられ，それぞれの菌株の資化活性に応じて適切

な希釈が必要であることを示唆している。

４．おわりに

JISに規定されている一般的な工場廃水中のBOD

を測定するためのBODセンサには，微生物としてT.

cutaneumが用いられるが，高BODで低pHの焼酎蒸

留廃液に対しては信頼性の高いBOD値が得られない

可能性がある。そこで本研究では，焼酎蒸留廃液の

BODを迅速にかつ精度良く測定するためのセンサの

開発を試みた。まず焼酎廃液に対して高い資化活性を

有する菌を探索した結果，下水汚泥から焼酎廃液資化

菌として３種の酵母を単離することができた。さらに

これらの菌株をDO電極と組合せて作製したセンサ

では，T.cutaneumを用いた場合に比べていずれも高

いBOD値を示し，より実際のBOD値に近い測定値が

得られることがわかった。センサの寿命や適切な希釈

条件などの検討が今後の課題であるが，焼酎蒸留廃液

のBODを迅速に評価するセンサとして期待される。
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