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要 旨

堺市における臨海地域のある種 の企業では,海 水を機械の冷却水 として取 り入れている.そ して,排

出する際 には,大 阪府の公害防止条例(昭 和49年 改正)に よりBiochemical Oxygen Demand(生 物 化

学的酸素要求量)規 制の適用 を受 けている.し かし,海 水を含む試料のBOD測 定法は,い まだ確立 され

ていない。

そこで,我 々は,そ の測定法を確立す るため,使 用する植種水中の好気性菌 の活性度の強さと希釈水

の検討を行 った.

そ の結果,植 種水には,一 般細菌数が103個/ml以 上,Adenosin triphosphateが0.50μg/1以 上 の値 を

それぞれ示す活性のある培養海水を,ま た希釈水には人工海水をそれぞれ使用すれば良いことがわかっ

た.

1.緒 言

海水を含む試料のBOD(Biochemical Oxygen

Demand:生 物化学的酸素要求量 以下BODと

略す)測 定法は,多 くの問題点があるにもかかわ

らずその研究例は少な く,ま た文献 も若干見 られ

るだ け で あ る.さ ら に 工 場 排 水 試 験 方 法

(JISKO102-19861);以 下JIS法 と略す)と して

は,ま だ確立された測定方法が見つかっていない

のが現状である.し かし,当 所では,こ のような

試料のBOD測 定の検査依頼が ときにみられ るた

め,よ り正確なBOD測 定方法を確立す る必要が

ある.

海水を含む試料のBOD測 定 においては,ま ず

適切な条件の植種水,希 釈水を使用 しなけれぽな

らない.

今回,1年 間を通 じて安定 したBOD値 を得る

ために,検 討を加え使用す る植種水中の好気性菌

及びその活性度の強さを調査し,ま た,希 釈水 と

して人工海水(ア クアマ リン)を 常時使用するこ

とを試みた.

その結果,海 水を含む試料のBOD測 定に良好

な結果を得たので報告する。

II.材 料と方法

1.実 験材料

BOD標 準物質1):和 光純 薬(株)製 のブドウ糖

(無水)及 びLグ ルタ ミソ酸の各150mg/1に 調整

した混合溶液を使用 した.JIS法 で測定したこの

溶液のBOD値 は,220±10mg/1を 示 した。
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植種 水:天 然海水及 び河川水 を使用 した.河 川

水 として は,大 和川 の河 川水を用 いた.天 然海水

として は,堺 市 の石 津漁 港(塩 素 イ オ ン濃 度 が

17,000mg/1以 上)の 海水 を用いた.

生 海 水:天 然海 水をJIS No.1ろ 紙 で ろ過 した

ものを使用 した.

人 工 海水:和 光純 薬(株)製 の アクアマ リンを

使用 した.

培 養 海水:和 光純 薬(株)製 の ブ ドウ糖(無 水),

和 光 純薬(株)製 のポ リペ プ トン各0.27gを 生 海水

31に 溶 解 し,さ らにJIS No.1ろ 紙 で ろ過 した河

川水300m1を 加 え,そ の後20℃ 恒 温槽 内 において,

エ アーポ ンプで酸 素が飽和状 態に なる よ うにぽ っ

気 を行 い放 置 した ものを用 いた.

トリス緩衝液:和 光純薬(株)製 の トリス ヒ ドロ

キ シ メチル ア ミノメタ2ソの特級2.95gを 蒸 留 水 に

溶解 し,塩 酸 でpH値 を7.74に 調 整 して11と した.

Firefly Lantern Extract溶 液:シ グマ社 製 の

FLE-50を ト リス緩衝 液10mlに 溶 解 し,3時 間 放

置後上澄 み液を使用 した.

Adenosine Triphosphate(ア デ ノシンー3-リ ン

酸,以 下ATPと 略 す)標 準液:和 光純薬(株)製

の アデ ノシ ンー3-リ ン酸2ナ トリウム,2水 和 物,

生 化学用1.Ogを 使 用 時 トリス緩衝液 で溶解 した.

2.実 験 方法

BOD測 定 法:JIS法 に準 じて行 った.

一般 細 菌 数 の測定:上 水 試験 法2)に 従 って行 っ

た.培 地 は,標 準寒天培 地を蒸 留水及 び生海 水で

それぞれ溶解 した ものを用 いた.

ATPの 測 定3):培 養 海水 を適量取 り,ミ リポ ァ

フィル ター(0.45μm)に よ ってゆ っ く りろ過 し,

吸 引 し過 ぎない よ うに注意す る.そ の後,少 量 の

蒸 留水で洗浄 す る.次 に沸騰 した トリス緩衝液10

mlの 中 へ,ミ リポ ア フィル タ ーを5分 間浸 漬 し

ATPを 抽 出す る.直 ちに氷水で冷却 後10ml用 ス

ピ ッツグ ラスに移 し入 れ,ト リス緩衝 液を加 え正

確 に10mlと した後,遠 心分 離(3,000回 転,5分 間)

を行 った.そ の後,上 澄 み液を別 の小試験管 に移

し,測 定時 まで冷凍庫(-20℃)中 に保存 した.

測 定 に際 しては,硬 質 ガ ラス製 の測 定 容器 に

Fireny Lantern Extract溶 液1mlを 入 れ,次 に冷

凍庫から取 り出し解凍した ものを1mlす ぼや く投

入 し,作 成した暗箱に入れ ブタをする.ス トップ

ウォッチを用い10秒 後フォトカウンター(浜 松ホ

トニクス社製のC-1230)の スイ ッチを押 しカウン

トを開始する.

生物発光の測定は,フ ォトカウンターを使用 し

て10秒 間の計数値の平均を1秒 間当た りのカウン

ト数で表示する.ATP標 準液について も同様 に

操作 し,両 対数用紙に検量線を作成し,試 料濃度

を求めた.

3.実 験期間

BOD測 定及び一般細菌数の測定は,昭和62年 か

ら平成2年 の4年 間の うち特に夏期 と冬期に分け

て実施 した.

次に,ATP測 定は平成元年か ら元成2年 の2

年間に夏期 と冬期に分けて実施 した.

III.成 績

海水を含む試料のBOD測 定は,適 切な条件の

植種水,希 釈水を使用 しなけれぽならない.そ の

ため,以 下の方法で検討を行った.

1.天 然海水を植種水 とし,人工海水を希釈水 と

した場合のBOD測 定

堺市内の石津漁港の天然海水を植種水 とし,人

工海水を希釈水 として,1年 間の うち夏期 と冬期

に分けてBOD測 定を行った.ま た,天 然海水の一

般細菌数の検査 も行い,そ の結果をTable1に 示

した.

夏期(8月,9月)で は,天 然海水のBOD値 が

Table 1 Biochemical Oxygen Demand value and

the general bacteria count of natural Seawater

and Biochemical Oxygen Demand value of the

standard substance in the summer and winter

season
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4.1mg/1,2.1mg/1と な り,一 般細菌数 がそれぞ

れ1.9×105個/ml,2.3×105個/m1で あ った.ま た,

そ の と きの 標 準 物 質 のBOD値 が そ れ ぞ れ229

mg/1,216mg/1と な り,JIS法 の規 定す るBOD

値220±10mg/1の 範 囲内 であ った.

冬 期(2月,3月)で は,天 然海水 のBOD値 が

0.9mg/1,0.8mg/1と な り,一 般細 菌数が それぞ

れ1.0×101個/ml,1.5×103個/mlで あ った.そ の

ときの標準物 質 のBOD値 が そ れぞ れ243mg/1,

237mg/1と な り,JIS法 の 規定す るBOD値220±

10mg/1の 範 囲内 には入 らなか った.

そ こで,冬 期で も植種 水 として使用 可能 にす る

ため,天 然海水 中の細 菌 を培養 す るこ とを試 みた.

天 然海 水 をJIS No.1ろ 紙 で ろ過 した もの31

に,栄 養源 として ブ ドウ糖,ポ リペプ トンをそ れ

ぞれ検討 した結果,至 適濃度 として0.27g加 え溶

解 し,さ らにJIS No.1ろ 紙 でろ過 した河川 水300

mlを 加 えた後,温 度(20℃),pH値(7.2),エ ア ー

ポ ンプで充分 ぽ っ気 を行 い,酸 素飽和 の状態 に し

て連 続培養 を行 った.こ の よ うにして植種 水 とし

ての培 養海水 が得 られた.

2.培 養 海水を植種水 とし,人 工海水 を希釈水 と

した場 合のBOD測 定

植種 水中の好 気性微生物 の うち特 に細菌 の影響

を知 るため,培 養 海水中 の一般細 菌数 の経 日変化

を調査 しFig.1に 示 した.

培 養1日 目において一般細 菌数が最 も多 く,そ

の 後少 しず つ 減 少 す る傾 向 が あった.Fig.1よ

り,細 菌 の活性 があ るの は,一 般 細菌数 が多 い状

態つ ま り培 養1日 目以降で はないか と推測 した.

次 に,夏 期,冬 期 にお ける培 養中の培養海 水を

植種 水 と してBOD測 定 を行 った結 果,Table2

Fig. 1 A change with the passage of day of the

general bacteria count in the incubation Sea-

water.

に示す成績 となった.即 ち,標 準物質のBOD値 は

培養1日 目以後の ものが殆 ど220±10mg/1の 範

囲内に入 った.

植種水 としては培養1日 目以後の培養海水,希

釈水 としては人工海水をそれぞれ用いることによ

り,JIS法 に規定されている標準物質のBOD値

が220±10mg/1の 範囲内に入 ることが確認で き

た.

冬期では,培 養期間の長い培養海水を植種水 と

したときには,標 準物質のBOD値 が220±10mg/

1の 範囲内に入 らなかった.そ の原因は,細 菌の活

Table 2 The relation between (Biochemical Oxygen Demand)5 value of the

standard substance and the number of culture days of the incubation Sea-

water as the culture solution

平成4年1月20日



4 松本 憲一 他

Fig. 2 The relation between the number of culture

day and ATP of incubation Seawater and (Bio-

chemical Oxygen Demand), value of the stan-

dard substance.

性によるもの と考えられるため細菌の活性につい

て調査 した.

3.細 菌の活性について

培養海水中の細菌の活性 について調査するた

め,特 に冬期 において検討を試みた。

そのため,生 細胞中にのみ存在する化学物質で

あ り,細 胞が死滅す ると迅速に分解す るATP量

を測定すれば良いと考 えた.

培養海水中のATP量 の経 日変化を測定 し,ま

たその ときの標準物質のBOD5(5日 間のBOD

値)を 測定したので,そ の結果をFig.2に 示 した.

Fig.2に おいて,培 養海水中のATP量 は,培 養1

日目が最 も多 く,その後減少す る傾向がみられた.

IV.考 察

BOD測 定は,通 常,植 種水に河川水,希 釈水に

蒸留水 とイオン交換水の混合したものに栄養源及

びpH緩 衝液を加 えた ものを使用 して行 ってい

る.し かし,海 水を含む試料のBOD測 定は,適 切

な条件の植種水,希 釈水が必要 となる.

竹本 ら4)は,植種水,希 釈水に検討を加え,良 好

なBOD結 果を得たことを報告 している.し か し,

現実にはその成果の可否について確認する必要が

あろ う.こ のことに関 し,1年 間の うち夏期,冬

期において植種水として使用できるためには,植

種水中の好気性微生物の うち特に細菌がBOD測

定に関与5)すると言われている.

我々は,植 種水として使用する好気性菌の活性

度の強さ及び希釈水 として使用する人工海水につ

いての検討を行 った.

植種水としては,天 然海水(塩 素イオン濃度の

高い堺市の石津漁港の海水)を 用い,希 釈水 とし

て塩素イオン濃度を一定にするため,人 工海水を

用い1年 間の うち夏期,冬 期 においてBOD測 定

を行った.

植種水 として使用する天然海水は,夏 期(8月,

9月)で は,一 般細菌数が105個/ml程 度 とかなり

多 く,こ れを使用 しての標準物質 のBOD値 が

JIS法 の規定範囲内であった.

冬期(2月,3月)で は,一 般細菌数が101個 ～103

個/m1程 度 と少な く,こ れを使用しての標準物質

のBOD値 はJIS法 の規定範 囲内に入 らなかっ

た.

その結果,冬 期では,天 然海水をそのまま植種

水として用いることができないと判断した.

冬期で も植種水 として使用可能 にす るために

は,天 然海水中の細菌がBOD値 に大 きく関与5)し

ていると言われてお り,そ の細菌を培養すること

を考 えた.天 然海水に分解 されやす くしか も有機

物量の少ない栄養源を加えることにより培養海水

を調整した.

したがって,植 種水 としては培養海水を,希 釈

水 としては人工海水をそれぞれ使用 してBOD測

定を行った.そ の結果,JIS法 に規定されている標

準物 質 のBOD値 は,220±10mg/1の 範 囲内 に

入った.

通常,植 種水 として使用 している河川水は,一

般細菌数が培養海水よりも少ないときもあるにも
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かかわ らず,標 準物質のBOD値 がJIS法 に規定

されている220±10mg/lを 示した.

このことは,植 種水中の細菌の活性に関係する

と考えられ,細 菌が活性のある状態のものを植種

水 として使用 し,BOD測 定を行 えば良い と考 え

た.

したがって,培 養海水中の細菌の活性を調査す

るには,生細胞中にのみ存在する化学物質であ り,

細胞が死滅すると迅速に分解す るATP量 を測定

すれば良いと考えた.一 細胞あた りのATP量 は,

種 々の微生物 についてほぼ一定(約0.5×10-15g

ATP/cell)で あ り,バ クテリアの生物量及び活性

の間接指標 として用いられている.

次に,培 養海水中のATP量 の経 日変化 と標準

物質のBOD5値 との関係をみれば,培 養1日 目か

ら12日 目までは,JIS法 に規定 されている標準物

質 のBOD5値220±10mg/lの 範 囲内 に入って い

るが,培 養初 日と培養16日 目は,BOD5値220±10

mg/lの 範囲内に入っていなかった.

JIS法 で規定 されている標準物質のBOD値 を

示すには,培養海水を植種水 として使用する場合,

ATP量 が0.50μg/l以 上必要 と考えられた.

今回調査 した結果,ATP量 は0.50μg/l以 上で

あり,そ のときの一般細菌数は103個/ml以 上であ

れば,JIS法 に規定 されてい る標準物質 のBOD

値220±10mg/lを 示 した.

以上 の よ うな条件 を満た した植種水 を用 いる こ

とに よ り,よ り正確 なBOD値 を 得 る こ とが可能

となった.

今 後我 が国 において,こ の測 定方法 に よ り瀬戸

内海等 の海 水の汚濁 の指標 として,COD(Chemi-

cal Oxygen Demand:化 学 的酸素要求量)と 同様

BODも 汚 濁 の指標 として採用 可 能 であ る と思わ

れ る.
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Activation of Aerobic Bacteria Used as BOD Measurement of Seawater

Kenichi MATSUMOTO, Takako MAMIYA, Hitoshi OHASHI,
Kenji NISHITANI & Kunio NAKAJIMA

Sakai City Institute of Public Health
Kenshirou TSURUHO

Osaka City Institute of Public Health and Environmental Sciences

Waste of seawater used for cooling water for machines in some kinds of industries in a littoral
district in Sakai City, comes under the application of BOD control of the pollution control ordinance in
Osaka Prefecture. But unfortunately the BOD measurement method of seawater sample has not been
established.

In order to establish the measurement method, we studied the strength of activation of aerobic
bacteria in the incubation water used and the dilution water.

From our results it was proved that we can use the incubation seawater consisting of more than
103 cells/ml general bacteria count and more than 0.50 ,ug/l ATP (Adenosin triphosphate) as the
incubation water and the artificial seawater as the dilution water.
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