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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
ＢＯＤ低下能を有するバチルス・チューリンゲンシス（Bacillus thuringiensis）に属す
る２種以上の微生物の混合物を排水に添加・培養して排水中の生物化学的酸素要求量（Ｂ
ＯＤ）を低下させる排水の処理方法であって、
前記バチルス・チューリンゲンシスに属する微生物が、該微生物のトリプトソイ培地での
培養液を、以下の組成を有するモデル排水［１］に対して０．１v/v％添加し、２５℃で
４８時間培養後のモデル排水におけるＢＯＤ低下率が５０％以上であり、かつトリプトソ
イ培地（ｐＨ７）において１０～１５℃で生育可能である微生物であり、
前記バチルス・チューリンゲンシスに属する２種以上の微生物の混合物が、該微生物のト
リプトソイ培地での個々の培養液の等量混合物を、モデル排水［２］に対して合わせて０
．１v/v％添加し、１５℃で４８時間培養後のモデル排水におけるＢＯＤ低下率が５０％
以上である２種以上の微生物の混合物である、
ことを特徴とする排水の処理方法。
（１）モデル排水［１］組成 
　　　・　可溶性でん粉；０．０９２ｇ／Ｌ 
　　　・　ペプトン；０．１９６ｇ／Ｌ
　　　・　酵母エキス；０．１９６ｇ／Ｌ
　　　・　肉エキス；０．２２４ｇ／Ｌ
　　　・　塩化ナトリウム；０．０２０ｇ／Ｌ
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　　　・　硫酸マグネシウム７水和物；０．０１２ｇ／Ｌ
　　　・　リン酸二水素カリウム；０．０５６ｇ／Ｌ
　　　・　塩化カリウム；０．０４０ｇ／Ｌ
　　　・　塩化アンモニウム；０．０６０ｇ／Ｌ
　　　ＢＯＤ；６００ｍｇ／Ｌ
（２）モデル排水［２］組成
　　　・　ブドウ糖；０．６０ｇ／Ｌ 
　　　・　コラーゲンペプチド；１．２０ｇ／Ｌ
　　　・　酵母エキス；０．６０ｇ／Ｌ 
　　　・　ポークブイヨン；０．６０ｇ／Ｌ 
　　　・　塩化ナトリウム；０．１０ｇ／Ｌ 
　　　・　硫酸マグネシウム７水和物；０．２８ｇ／Ｌ 
　　　・　リン酸二水素カリウム；０．２０ｇ／Ｌ 
　　　・　塩化カリウム；０．０６ｇ／Ｌ
　　　・　塩化アンモニウム；０．３０ｇ／Ｌ 
　　　ＢＯＤ；２０００ｍｇ／Ｌ
【請求項２】
温調設備のない浄化槽内の排水に、ＢＯＤ低下能を有するバチルス・チューリンゲンシス
に属する２種以上の微生物の混合物を添加・培養することを特徴とする請求項１記載の排
水の処理方法。
【請求項３】
バチルス・チューリンゲンシスが、バチルス・チューリンゲンシスＨＳ－２５（ＦＥＲＭ
 Ｐ－２１９４０）又はバチルス・チューリンゲンシスＨＳ－４１（ＦＥＲＭ Ｐ－２１９
４１）であることを特徴とする請求項２に記載の排水の処理方法。
【請求項４】
ＢＯＤ低下能を有するバチルス・チューリンゲンシスであって、該バチルス・チューリン
ゲンシスのトリプトソイ培地での培養液を、以下の組成を有するモデル排水［１］に対し
て０．１v/v％添加し、２５℃で４８時間培養後のモデル排水におけるＢＯＤ低下率が５
０％以上であり、かつトリプトソイ培地（ｐＨ７）において１０～１５℃で生育可能であ
ることを特徴とするバチルス・チューリンゲンシス。
（１）モデル排水［１］組成 
　　　・　可溶性でん粉；０．０９２ｇ／Ｌ 
　　　・　ペプトン；０．１９６ｇ／Ｌ
　　　・　酵母エキス；０．１９６ｇ／Ｌ
　　　・　肉エキス；０．２２４ｇ／Ｌ
　　　・　塩化ナトリウム；０．０２０ｇ／Ｌ
　　　・　硫酸マグネシウム７水和物；０．０１２ｇ／Ｌ
　　　・　リン酸二水素カリウム；０．０５６ｇ／Ｌ
　　　・　塩化カリウム；０．０４０ｇ／Ｌ
　　　・　塩化アンモニウム；０．０６０ｇ／Ｌ
　　　ＢＯＤ；６００ｍｇ／Ｌ
【請求項５】
バチルス・チューリンゲンシスＨＳ－２５（ＦＥＲＭ Ｐ－２１９４０）又はバチルス・
チューリンゲンシスＨＳ－４１（ＦＥＲＭ Ｐ－２１９４１）であることを特徴とする請
求項４記載のバチルス・チューリンゲンシス。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、バチルス属に属する２種以上の微生物を用いた排水処理方法や、かかる排水
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処理方法に用いられるＢＯＤ低下能を有するバチルス属に属する微生物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　工場又は事業場等からの排水は、河川や海洋への放流により水質汚濁を招くため、排水
中の水質を評価する指標の一つであるＢＯＤ（Biochemical Oxygen Demand、生物化学的
酸素要求量）を指標とした排水基準により規制されている。例えば、一日当たり平均排出
水量が５０ｍ３以上の工場又は事業場排水については、ＢＯＤは、許容限度１６０ｍｇ／
Ｌ、日間平均１２０ｍｇ／Ｌを限度とする排水基準が定められている。そこで、一般の工
場又は事業場においては、基準を超える排水を防ぐために、施設に付帯して個別に設置さ
れた浄化槽で排水処理を行い排水のＢＯＤを低減させて放流を行っている。
【０００３】
　浄化槽では一般に活性汚泥処理法による排水処理がなされており、微生物が分解処理の
一工程を担っているが、微生物による分解処理は、気候による水温の変化、排水の性質、
あるいは排水中の溶存酸素量などにより処理効率が変動する問題がある。そのため大型の
浄化槽では、前段に調整槽などを設け、微生物処理槽の水質の変化をできるだけ均一に調
整する等の処理効率の低下を防ぐ処置が採られている。その一方で、調整槽を設けること
が難しい小規模な浄化槽では、処理槽の水質の変化を防ぐことが難しく、特に、浄化槽容
積が小さいことに起因して季節変化による水温変化を受けやすいという問題がある。その
ため、冬季に処理槽の水温が低下すると微生物による排水処理能力が低下して、排水のＢ
ＯＤを排水基準内に抑えることが困難となる。
【０００４】
　このような問題を解決し低温下においても効率よく排水処理を行うために、従来、浄化
槽に温調を設けたり地中に埋設する等の処置が採られている。また、散気管に加熱手段を
設け、加熱された空気を接触曝気槽内に供給して汚水温度を上昇させるようにした汚水浄
化槽（特許文献１参照）や、嫌気性微生物の硫酸呼吸により排水中の有機物を分解し、嫌
気性処理槽からの排水を好気性処理槽における好気性微生物により分解して、排水中の硫
化水素や硫化物を酸化して硫酸イオンを得て、硫酸イオンを含む被処理水を嫌気性処理槽
の排水流入側へ戻す上向流嫌気性汚泥床式嫌気性処理槽による排水処理方法（特許文献２
参照）が知られている。しかしながら、浄化槽等の設備あるいは排水処理装置の改良では
、新たに設備導入費や維持費がかかりコスト的に問題があった。
【０００５】
　他方、排水処理にバチルス属細菌を使用することも知られている。例えば、豆腐・凍り
豆腐・油揚げ生地などを製造する過程で排出される「ゆ」を栄養源にして、強力曝気を行
いつつ、バチルス・サブチルス（Bacillus subtilis）やバチルス・チューリンゲンシス
（B.thuringiensis）を主体としたバチルス菌を主体とする微生物により分解させること
を特徴とする「ゆ」の処理方法（特許文献３参照）や、バチルス種混合菌を優占種にした
微生物フィルムが付着された網状回転式バチルス接触体を装着した網状形回転式バチルス
接触槽に有機物質と栄養塩類を含有した下水を導入して生物処理を行う方法（特許文献４
参照）などが提案されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】特開平１０－１９２８７５号公報
【特許文献２】特開２００４－１４８２４２号公報
【特許文献３】特開２００８－１７８８４１号広報
【特許文献４】特開２００８－２５３９４８号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明の課題は、高いＢＯＤ値の排水を水温変化の影響を受けることなく効率よく処理
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するための、低廉かつ簡便な排水処理方法や該排水処理方法に使用することができるバチ
ルス属に属するＢＯＤ低下能を有する微生物を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者は、前記の課題を解決するため、土壌や浄化槽等から微生物を単離した。土壌
試料から単離した６５８株、浄化槽内の排水等の排水試料から単離した２３５株の計８９
３株の微生物の中から、幅広い温度範囲で良好に発育し、かつ低温下で効率よく有機物を
分解し低温排水のＢＯＤを大幅に低減させることができるバチルス属に属する微生物を見
いだした。さらに、単離した２種のバチルス属に属する微生物菌株を組み合わせて用いる
ことにより、排水の水温が変動しても安定して効率よく排水処理を行うことができること
を見いだし、本発明を完成するに至った。
【０００９】
　すなわち、本発明は、（１）ＢＯＤ低下能を有するバチルス・チューリンゲンシス（B.
thuringiensis）に属する２種以上の微生物の混合物を排水に添加・培養して排水中の生
物化学的酸素要求量（ＢＯＤ）を低下させる排水の処理方法であって、前記バチルス・チ
ューリンゲンシスに属する微生物が、該微生物のトリプトソイ培地での培養液を、以下の
組成を有するモデル排水［１］に対して０．１v/v％添加し、２５℃で４８時間培養後の
モデル排水におけるＢＯＤ低下率が５０％以上であり、かつトリプトソイ培地（ｐＨ７）
において１０～１５℃で生育可能である微生物であり、前記バチルス・チューリンゲンシ
スに属する２種以上の微生物の混合物が、該微生物のトリプトソイ培地での個々の培養液
の等量混合物を、モデル排水［２］に対して合わせて０．１v/v％添加し、１５℃で４８
時間培養後のモデル排水におけるＢＯＤ低下率が５０％以上である２種以上の微生物の混
合物である、
ことを特徴とする排水の処理方法に関する。
（１）モデル排水［１］組成 
　　　・　可溶性でん粉；０．０９２ｇ／Ｌ 
　　　・　ペプトン；０．１９６ｇ／Ｌ
　　　・　酵母エキス；０．１９６ｇ／Ｌ
　　　・　肉エキス；０．２２４ｇ／Ｌ
　　　・　塩化ナトリウム；０．０２０ｇ／Ｌ
　　　・　硫酸マグネシウム７水和物；０．０１２ｇ／Ｌ
　　　・　リン酸二水素カリウム；０．０５６ｇ／Ｌ
　　　・　塩化カリウム；０．０４０ｇ／Ｌ
　　　・　塩化アンモニウム；０．０６０ｇ／Ｌ
　　　ＢＯＤ；６００ｍｇ／Ｌ
（２）モデル排水［２］組成
　　　・　ブドウ糖；０．６０ｇ／Ｌ 
　　　・　コラーゲンペプチド；１．２０ｇ／Ｌ
　　　・　酵母エキス；０．６０ｇ／Ｌ 
　　　・　ポークブイヨン；０．６０ｇ／Ｌ 
　　　・　塩化ナトリウム；０．１０ｇ／Ｌ 
　　　・　硫酸マグネシウム７水和物；０．２８ｇ／Ｌ 
　　　・　リン酸二水素カリウム；０．２０ｇ／Ｌ 
　　　・　塩化カリウム；０．０６ｇ／Ｌ
　　　・　塩化アンモニウム；０．３０ｇ／Ｌ 
　　　ＢＯＤ；２０００ｍｇ／Ｌ
 
【００１０】
　また本発明は、（２）温調設備のない浄化槽内の排水に、ＢＯＤ低下能を有するバチル
ス・チューリンゲンシスに属する２種以上の微生物の混合物を添加・培養することを特徴
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とする上記（１）記載の排水の処理方法や、（３）バチルス・チューリンゲンシスが、バ
チルス・チューリンゲンシスＨＳ－２５（ＦＥＲＭ Ｐ－２１９４０）又はバチルス・チ
ューリンゲンシスＨＳ－４１（ＦＥＲＭ Ｐ－２１９４１）であることを特徴とする上記
（２）に記載の排水の処理方法に関する。
 
【００１１】
　さらに本発明は、（４）ＢＯＤ低下能を有するバチルス・チューリンゲンシスであって
、該バチルス・チューリンゲンシスのトリプトソイ培地での培養液を、前記モデル排水［
１］に対して０．１v/v％添加し、２５℃で４８時間培養後のモデル排水におけるＢＯＤ
低下率が５０％以上であり、かつトリプトソイ培地（ｐＨ７）において１０～１５℃で生
育可能であることを特徴とするバチルス・チューリンゲンシスや、（５）バチルス・チュ
ーリンゲンシスＨＳ－２５（ＦＥＲＭ Ｐ－２１９４０）又はバチルス・チューリンゲン
シスＨＳ－４１（ＦＥＲＭ Ｐ－２１９４１）であることを特徴とする上記（４）記載の
バチルス・チューリンゲンシスに関する。
 
【発明の効果】
【００１２】
　本発明の方法によれば、大型設備の導入や装置の改良を行うことなく、低温の排水や水
温が変動する排水を安定して効率よく処理し、ＢＯＤを低下させることができる。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】ＨＳ－２５株、ＨＳ－４１株をそれぞれ単独で添加した排水処理試験の結果を示
す図である。
【図２】ＨＳ－２５株及びＨＳ－４１株を混合添加した排水処理試験の結果を示す図であ
る。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　本発明のバチルス属微生物としては、該微生物のトリプトソイ培地での培養液を、上記
ＢＯＤが６００ｍｇ／Ｌのモデル排水［１］１００容量部に対して０．１容量部添加し、
２５℃で４８時間培養後のモデル排水におけるＢＯＤ低下率が５０％以上であり、かつト
リプトソイ培地（ｐＨ７）において１０～１５℃で生育可能であるバチルス属に属するＢ
ＯＤ低下能を有する微生物であれば特に制限されず、また、本発明の排水の処理方法とし
ては、トリプトソイ培地での個々の培養液の等量混合物を、ＢＯＤが２０００ｍｇ／Ｌの
上記モデル排水［２］１００容量部に対して０．１容量部添加し、１５℃で４８時間培養
後のモデル排水におけるＢＯＤ低下率が５０％以上である上記本発明のバチルス属微生物
の２種以上の混合物を排水に添加・培養して排水中のＢＯＤを低下させる方法であれば特
に制限されず、ここで上記トリプトソイ培地での培養液とは、トリプトソイ培地（日水製
薬株式会社製「トリプトソーヤブイヨン」）により３０℃で２４時間培養し、培養液を吸
光値０．２（波長６６０ｎｍ）に調整して得られた各菌の懸濁液をいう。
【００１５】
　本発明のバチルス属微生物としては、１０～４０℃、好ましくは１０～５０℃と、低温
域から高温域までの広い温度範囲で生育可能なバチルス属微生物が好ましく、かかる低温
域から高温域までの広い温度範囲で生育可能なバチルス属微生物は、温調設備のない屋内
外の浄化槽、例えば容量５００～３０００Ｌの浄化槽内の排水処理に好適に用いることが
できる。本発明のバチルス属微生物は、トリプトソイ培地等での前培養物の混合物、好ま
しくは等量混合物として、排水１００容量部当たり、０．０５～０．５容量部、好ましく
は０．１～０．２容量部を定期的に添加することが好ましい。
【００１６】
　本発明のバチルス属微生物として、バチルス・チューリンゲンシス、バチルス・ズブチ
リス、バチルス・リヘニホルミス（B.licheniformis）等のバチルス属微生物を例示する
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ことができ、より具体的にはバチルス・チューリンゲンシスＨＳ－２５（ＦＥＲＭ Ｐ－
２１９４０）やバチルス・チューリンゲンシスＨＳ－４１（ＦＥＲＭ Ｐ－２１９４１）
など、バチルス・チューリンゲンシスに属する微生物を好適に例示することができる。
 
【００１７】
　また、本発明の排水の処理方法の対象となる排水が油脂を多量に含む場合には、本発明
のバチルス属微生物に加えて、油脂分解能を有する微生物、例えばバークホルデリア（Bu
rkholderia）属に属する油脂分解能を有する微生物、特にバークホルデリア・マルチボラ
ンス（B.multivorans）ＳＢ－Ｂ株（受託番号ＦＥＲＭ　Ｐ－２１７８２）やバークホル
デリア・マルチボランス（B.multivorans）ＳＢ－Ｈ株（受託番号ＦＥＲＭ　Ｐ－２１７
８３）の他、バチルス属細菌（Bacillus sp.）、シュードモナス属細菌（Pseudomonas sp
.）、マイクロコッカス属細菌（Micrococcus sp.）等の廃水処理に常用される公知の微生
物を併用することもできる。
【００１８】
　本発明の排水処理に際しては、必要に応じて、炭素源や窒素源等を配合することができ
るが、配合しないことが好ましい。連続分解処理の際には、散気管により、あるいは、処
理槽内に設置された攪拌板を連続的あるいは間欠的に回転させることにより、処理槽内に
空気を送り込むと同時に排気口により排気を行うことが好ましい。また分解処理温度やｐ
Ｈは、通常コントロールする必要はないが、必要に応じて、２０～４０℃，ｐＨ６～８に
コントロールすることができる。
【実施例】
【００１９】
　以下、実施例により本発明をより具体的に説明するが、本発明の技術的範囲はこれらの
例示に限定されるものではない。
【００２０】
１．菌株のスクリーニング
　広範な環境で生育し、安定した排水処理が可能な微生物を得るため直接分離法による菌
株のスクリーニングを行った。日本各地の土壌、及び食品工場の浄化槽内の排水等３７箇
所から試料を採取し、滅菌蒸留水に懸濁して１０倍に希釈した後、標準寒天培地（肉エキ
ス５．０ｇ／Ｌ、ペプトン１０．０ｇ／Ｌ、塩化ナトリウム５．０ｇ／Ｌ、カンテン１５
．０ｇ／Ｌ、ｐＨ７．０：日水製薬株式会社）に塗抹して、３０℃で４８時間培養した。
培養後、出現したコロニーの中から、土壌試料については６５８株、浄化槽内の排水等の
排水試料については２３５株の計８９３株の微生物を分離した。
【００２１】
２．固形培地での有機物の分解能試験
　得られた８９３株の微生物について、タンパク質又は脂肪の分解能を評価した。タンパ
ク質については、豚肉タンパク質、乳タンパク質（カゼイン）、ゼラチンを、脂肪につい
ては動物性油脂（ラード）を基質として、以下の方法で分解能評価用の固形培地を作製し
た。
【００２２】
（１）豚肉タンパク質を基質とした寒天培地の作製方法
　豚ロース赤身挽肉を等量の滅菌生理食塩水で一晩浸漬後、６０００ｒｐｍで２０分間遠
心分離し、得られた上清を８０℃で３０分間加熱殺菌し、豚肉タンパク質懸濁液とした。
０．１Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ６．８）１Ｌにカンテン２０．０ｇを加え加温溶解し、１２
０℃で１５分間滅菌を行い、上記豚肉タンパク質懸濁液１０ｇを加えてよく撹拌した後、
滅菌シャーレに分注し、固化させた。
【００２３】
（２）乳タンパク質を基質とした寒天培地の作製方法
　０．４％クエン酸ナトリウム溶液１Ｌに酵母エキス２．５ｇ、トリプトン５．０ｇ、グ
ルコース１．０ｇ、カンテン１５．０ｇ、１Ｍ塩化カルシウム溶液２０．０ｍｌ、及びカ
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ゼインナトリウム（和光純薬工業株式会社）１０．０ｇを加え加温溶解し、１２０℃で１
５分間滅菌を行った後、滅菌シャーレに分注し、固化させた。
【００２４】
（３）ゼラチンを基質とした培地の作製方法
　滅菌蒸留水１．０Ｌに肉エキス１．０ｇ、ポリペプトン１０．０ｇ、酵母エキス１．０
ｇ、及びゼラチン（和光純薬工業株式会社）２００ｇを加え加温溶解し、小試験管に５ｍ
Ｌずつ分注した後、１２０℃で１５分間滅菌を行い、固化させた。
【００２５】
（４）動物性油脂を基質とした寒天培地の作製方法
　標準寒天培地（肉エキス５．０ｇ／Ｌ、ペプトン１０．０ｇ／Ｌ、塩化ナトリウム５．
０ｇ／Ｌ、カンテン１５．０ｇ／Ｌ、ｐＨ７．０：日水製薬株式会社製）１Ｌに純製ラー
ド（プリマハム株式会社）１０．０ｇを加え加温溶解し、１２０℃で１５分間滅菌を行っ
た後、滅菌シャーレに分注し、固化させた。
【００２６】
（５）分解能評価
　豚肉タンパク質、乳タンパク質、及び動物性油脂を基質とした寒天培地については、作
製された平板寒天培地上に直径５ｍｍのウェルを無菌的にあけ、該ウェルに吸光値０．２
（波長６６０ｎｍ）に調整した分離菌株の懸濁液３０μＬをそれぞれ注入して、３２℃で
５日間の培養を行った。分解能の評価は、培養後、各基質が分解されることにより形成さ
れるクリアゾーンの大きさを指標とし、クリアゾーンを形成しなかったものを「－」、直
径１０ｍｍ未満を「＋」、直径１０ｍｍ以上２０ｍｍ未満を「＋＋」、直径２０ｍｍ以上
を「＋＋＋」の４段階で評価した。また、ゼラチンを基質とした高層培地については、分
離菌株のコロニーを白金線で採取して培地の高層に穿刺し、３２℃で５日間の培養を行っ
た。分解能の評価は、培養後に小試験管を傾け、培地の液化状態の外観評価から、液化し
なかったものを「－」、微量が液化したものを「＋」、やや液化したものを「＋＋」、完
全に液化したものを「＋＋＋」の４段階で評価した。各基質に対する分解能の評価結果を
表１に示した。
【００２７】

【表１】

【００２８】
　豚肉タンパク質、乳タンパク質（カゼイン）、ゼラチン、動物性油脂（ラード）の４種
の基質のうち、３種以上について分解程度が「＋＋＋」と評価される菌株計１５株（土壌
からの分離１２株（菌株Ｎｏ．Ｓ－７、Ｎｏ．Ｓ－２５、Ｎｏ．Ｓ－４１、Ｎｏ．Ｓ－１
６２、Ｎｏ．Ｓ－１６３、Ｎｏ．Ｓ－１８０、Ｎｏ．Ｓ－１８４、Ｎｏ．Ｓ－２０２、Ｎ
ｏ．Ｓ－３６１、Ｎｏ．Ｓ－４２７、Ｎｏ．Ｓ－４９６、Ｎｏ．Ｓ－５１１）、排水から
の分離３株（Ｎｏ．Ｊ－５２、Ｎｏ．Ｊ－６１、Ｎｏ．Ｊ－２１６））が得られた。分離
菌株１５株について形態学的性質及び生理学的性質から微生物分類の簡易判定を行った結
果、１５株中１２株がバチルス属、２株がエンテロバクテリアシェ（Enterobacteriaceae
）属、１株がフラボバクテリウム（Flavobacterium）属であった（表２）。
【００２９】
（３）モデル排水によるＢＯＤ低下試験
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　得られた１５株の微生物の排水処理能をモデル排水のＢＯＤ低下率に基づいて評価した
。分離菌株１５株をそれぞれトリプトソイ培地（ペプトン１７．０ｇ／Ｌ、ダイズペプト
ン３．０ｇ／Ｌ、塩化ナトリウム５．０ｇ／Ｌ、ブドウ糖２．５ｇ／Ｌ、リン酸一水素カ
リウム２．５ｇ／Ｌ：日水製薬株式会社製「トリプトソーヤブイヨン」）により３０℃で
２４時間培養し、培養液を吸光値０．２（波長６６０ｎｍ）に調整して得られた各菌懸濁
液４００μＬを、下記の組成からなるモデル排水［１］（ＢＯＤ：６００ｍｇ／Ｌ）４０
０ｍＬに添加して２５℃で４８時間振とう培養を行った。
【００３０】
＜モデル排水［１］組成＞　　　　　　　　　　　　（ｇ／Ｌ）
・　可溶性でん粉　＊１　　　　　　　　　　　　　　０．０９２
・　ペプトン（Bact Pepton）　＊１　　　　　 　　　０．１９６
・　酵母エキス（Bact Yeast Extract）　＊１　　　　０．１９６
・　肉エキス（Beef Extract）　＊１　　　　　　　　０．２２４
・　塩化ナトリウム　＊２　　　　　　　　　　　　　０．０２０
・　硫酸マグネシウム７水和物　＊２　　　　　　　　０．０１２
・　リン酸二水素カリウム　＊２　　　　　　　　　　０．０５６
・　塩化カリウム　＊２　　　　　　　　　　　　　　０．０４０
・　塩化アンモニウム　＊２　　　　　　　　　　　　０．０６０
　＊１　ＢＤ　Ｄｉｆｃｏ製
　＊２　和光純薬工業株式会社製
【００３１】
　モデル排水における培養が４８時間経過した後、培養液中の菌数を計測し、各モデル排
水のＢＯＤを定法（ＪＩＳ　Ｋ　０１０２　２１及び３２）に従い測定して排水の初期Ｂ
ＯＤ（２４０ｍｇ／Ｌ）に対するＢＯＤ低下率を算出した。その結果を表２に示す。排水
のＢＯＤは、添加した分離菌株によって２２．５％～５９．４％低下したため、特に排水
処理能力が高い微生物菌株として、モデル排水中のＢＯＤ濃度を４５．０％以上低減させ
た菌株、Ｎｏ．Ｊ－５２、Ｎｏ．Ｊ－６１、Ｎｏ．Ｓ－２５、Ｎｏ．Ｓ－４１、Ｎｏ．Ｓ
－１６３、Ｎｏ．Ｓ－１８０の６菌株を選抜した。
【００３２】
【表２】

【００３３】
（４）発育特性の試験
　選抜された６菌株について、ｐＨ及び温度に対する発育特性を評価した。ｐＨをそれぞ
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ン」）１０ｍＬに、吸光値０．２（波長６６０ｎｍ）に調整した分離菌株の懸濁液１００
μＬを添加して、１０℃、１５℃、４０℃、５０℃でそれぞれ４日間の振とう培養を行っ
た。発育特性の評価は、培養後の各菌株の発育程度を波長６６０ｎｍにおける吸光値を指
標とし、０．０を発育なし「－」、０．１以上０．２未満を発育「＋」、０．２以上を発
育「＋＋」の３段階で評価した。その結果を表３に示す。
【００３４】
【表３】

【００３５】
　１０℃での発育が認められた菌株Ｎｏ．Ｓ－２５及びＮｏ．Ｓ－４１の２株を選択した
。Ｎｏ．Ｓ－２５株はｐＨ７で１０～１５℃、ｐＨ５で４０～５０℃の条件下においても
発育し、Ｎｏ．Ｓ－４１株はｐＨ７で１０～４０℃で発育する菌株であった。よって、Ｎ
ｏ．Ｓ－２５及びＮｏ．Ｓ－４１はトリプトソイ培地（ｐＨ７）において１０℃でも生育
し、モデル排水［１］（ＢＯＤ：６００ｍｇ／Ｌ）を２５℃で４８時間処理することによ
りＢＯＤを５０％低下する菌株であった。
【００３６】
（５）菌株の同定
　選抜された分離菌株Ｎｏ．Ｓ－２５及びＮｏ．Ｓ－４１の２株についてより正確な分類
を行うため形態学的性質及び生理学的性質に基づく同定、並びに遺伝学的性質に基づく同
定を行った。形態学的性質及び生理学的性質に基づく同定では、グラム染色性、形状、胞
子形成能、カタラーゼ・オキシダーゼ活性、ブドウ糖分解性を確認した。また、遺伝学的
性質に基づく同定では、Ｎｏ．Ｓ－２５及びＮｏ．Ｓ－４１株からゲノムＤＮＡを抽出し
、常法に従い、１６ＳｒＲＮＡ遺伝子の塩基配列に基づく遺伝学的解析を行った。解析さ
れた分離菌株Ｎｏ．Ｓ－２５の１６ＳｒＲＮＡ遺伝子配列を配列番号１に、分離菌株Ｎｏ
．Ｓ－４１の１６ＳｒＲＮＡ遺伝子配列を配列番号２にそれぞれ示す。相同性検索の結果
、Ｎｏ．Ｓ－２５及びＮｏ．Ｓ－４１は、バチルス・チューリンゲンシス（Bacillus thu
ringiensis）ＡＴＣＣ　１０７９２株に対してそれぞれ９９．２％、９９．８％の最も高
い相同性を示したことから、単離された両微生物はバチルス・チューリンゲンシス（B.th
uringiensis）に近い菌種であると同定された。同定の結果を表４に示した。
【００３７】
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【表４】

【００３８】
　上記の菌種の同定結果から、Ｎｏ．Ｓ－２５株はバチルス・チューリンゲンシス（B.th
uringiensis）ＨＳ－２５株、Ｎｏ．Ｓ－４１株はバチルス・チューリンゲンシス（B.thu
ringiensis）ＨＳ－４１株と命名した。ＨＳ－２５株は、平成２２年３月１６日付けで独
立行政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センター（日本国茨城県つくば市東一丁目１
番地中央第６）に受託番号ＦＥＲＭ Ｐ－２１９４０として寄託され、ＨＳ－４１株は、
平成２２年３月１６日付けで独立行政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センター（日
本国茨城県つくば市東一丁目１番地中央第６）に受託番号ＦＥＲＭ Ｐ－２１９４１とし
て寄託された。
【００３９】
選抜されたＨＳ－２５株及びＨＳ－４１株について、マウスを用いた急性経口毒性試験に
より安全性を確認した。５週齢のＩＣＲ系マウス（日本エスエルシー株式会社製）５匹を
、２３℃±２℃、照明時間１２時間／日の環境下で飼育し、ＨＳ－２５株及びＨＳ－４１
株の菌懸濁液（１０８ＣＦＵ／ｍＬ）２０ｍＬ／ｋｇを毎日、単回経口投与した。マウス
検体を１４日間に渡って観察し、観察期間経過後は剖検を行った。ＨＳ－２５株及びＨＳ
－４１株の菌懸濁液を投与したマウスは、非投与のマウスと比べ異常は認められず、ＬＤ
５０値は２０ｍＬ／ｋｇ以上であり、安全性に問題は無かった。
【００４０】
（６）排水処理実験装置によるモデル排水のＢＯＤ低下試験
　排水処理におけるＨＳ－２５株とＨＳ－４１株の実用性を確認するため、実際の排水処
理工程に近い系として７００Ｌ容の排水処理実験装置を用いて、２菌株の排水処理による
ＢＯＤ低下率を測定した。
【００４１】
（６－１）菌株単独添加
供試菌株としてＨＳ－２５株、ＨＳ－４１株のそれぞれを単独で用いた排水処理試験を行
った。ＨＳ－２５株又はＨＳ－４１株をそれぞれトリプトソイ培地（日水製薬株式会社製
「トリプトソーヤブイヨン」）により３０℃で２４時間培養し、培養液を吸光値０．２（
波長６６０ｎｍ）に調整して得られた菌懸濁液７００ｍＬを下記の組成からなるモデル排
水［２］（ＢＯＤ：２０００ｍｇ／Ｌ）７００Ｌに添加して、１５℃で４８時間、散気管
を用いた通気による培養処理を行った。
【００４２】
＜モデル排水［２］組成＞　　　　　　　　　　　　（ｇ／Ｌ）
・　ブドウ糖（グルファイナル）　＊３　　　　　　　０．６０
・　コラーゲンペプチド（ＣＰＢ－５）　＊４　　　　１．２０
・　酵母エキス（スーパー酵母エキス）　＊５　　　　０．６０
・　ポークブイヨン（Ａ－６５２１）　＊６　　　　　０．６０
・　塩化ナトリウム　＊２　　　　　　　　　　　　　０．１０
・　硫酸マグネシウム７水和物　＊２　　　　　　　　０．２８
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・　リン酸二水素カリウム　＊２　　　　　　　　　　０．２０
・　塩化カリウム　＊２　　　　　　　　　　　　　　０．０６
・　塩化アンモニウム　＊２　　　　　　　　　　　　０．３０
　＊２　和光純薬工業株式会社製
　＊３　サンエイ糖化株式会社製
　＊４　ゼライス株式会社製
　＊５　味の素株式会社製
　＊６　日研フード株式会社製
【００４３】
　培養処理の各時点で採取したモデル排水のＢＯＤを定法（ＪＩＳ　Ｋ　０１０２　２１
及び３２）に従い測定して、排水の初期ＢＯＤ（２０００ｍｇ／Ｌ）に対するＢＯＤ低下
率を算出した。その結果を図１に示した。１５℃で４８時間の処理により、ＨＳ－２５株
は５３％、ＨＳ－４１株は５１％それぞれＢＯＤを低下させることが確認された。
【００４４】
（６－２）菌株混合添加
　供試菌株としてＨＳ－２５株及びＨＳ－４１株を混合添加した排水処理試験を行った。
ＨＹ－２５株及びＨＹ－４１株をそれぞれトリプトソイ培地（日水製薬株式会社製「トリ
プトソーヤブイヨン」）により３０℃で２４時間培養し、培養液を吸光値０．２（波長６
６０ｎｍ）に調整して得られた各菌の懸濁液を等量混合して、混合菌液７００ｍＬを上記
の組成からなるモデル排水［２］（ＢＯＤ：２０００ｍｇ／Ｌ）７００Ｌに添加して、１
５℃で４８時間、散気管を用いた通気による培養処理を行った。また比較対照として、浄
化槽用の市販菌を供試菌株として同様の条件で培養処理を行った。
【００４５】
　培養処理の各時点で採取したモデル排水のＢＯＤを定法（ＪＩＳ　Ｋ　０１０２　２１
及び３２）に従い測定して、排水の初期ＢＯＤ（２０００ｍｇ／Ｌ）に対するＢＯＤ低下
率を算出した。その結果を図２に示した。ＨＳ－２５株及びＨＳ－４１株を混合添加する
ことにより、市販の従来菌による場合と比較して、低温（１５℃）における排水処理が効
果的に行えることが確認された。
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