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Summary

The growth-inhibitory and lethal effects of zinc ion and copper ion on a phenol-degrading 

microorganism, Acinetobacter calcoaceticus AH strain, was examined by measuring optical density 

of cells, total cell number, viable cell number and macromolecule contents per cell in a batch 

culture. The effects of heavy metal ion concentrations on the specific growth rate and the 
specific change rate of viable cell number were clarified, suggesting that the inhibitory effect 

of copper ion was stronger than that of zinc ion and the copper ion caused not only the 

growth-inhibition but also the death of cells. The immobilized cell culture using alginate calcium 

gel beads as a carrier of cells was more effective for degrading phenol in the presence of a 
higher concentration of heavy metal ion rather than the conventional liquid culture. The repeated 

batch culture using immobilized cells could degrade 100 mg/l phenol containing 30 mg/l of 

zinc ion for 10 batch cultures and therefore provided the attention toward the applications in 

the effective degradation of phenol in the presence of heavy metal ion.
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1.は じ め に

製鉄工場 や化学工場 な どか ら排 出されるフェノールは

水 に可溶 な毒性 の強 い難分解性有機物 であ り,十 分 に処

理 されない ままの放 出は河川 な どの水 質汚濁 の原 因にな

る1・2)。フ ェノールは微生物 にとって有毒 であるが,数

種 の微生物 は唯一の炭 素源や エネル ギー源 と して フェ

ノール を利用す るこ とが で きる3)。フェ ノール を含 む排

水 を迅速 かつ高効率 で分解す るため には,最 も速い比増

殖速度 で生育 で きるフェノール分解菌 を用い た培養が多
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種類 の菌 から成 る活性汚泥等の混合培養 よ りも効果的 と

思 われる。大腸菌や酵母 などの微生物の培養で は培地中

に重金属 イオンが存在す ると菌の増殖 と基質の分解が著

しく阻害 され るこ とが知 られてい る4,5)。フェノー ルの

微生物 分解の研究6-11)は従 来か ら非常 に数 多 く行われ て

きたが,菌 の増殖 を阻害す る重金属 イオンが存在 した と

きの フェノー ルの微生物分解 に関す る報告 はほ とんどな

い。重金属 イオン存在下の フェノールの微生物分解 にお

ける菌の増殖阻害 とフェノール分解の低下 などの実験的

究明 はフェノール排水の工業的処理のための重要 な研 究

であ る。 また,固 定化培養は増殖の阻害作用 を軽減化 し

て高濃度の菌 によって フェノールの処理効率 を増加 させ

るので,固 定化 培養 に よる重 金属 イオ ン存 在下 の フェ

ノール分解は効果的な方法 として期待 される12,13)。

本論文では,フ ェ ノールの微 生物分解 における菌の増

殖 とフェノールの分解 に及ぼす重金属 イ オンの影響 と固

定化培養に よる効果 を実験 的に研 究 した。菌の増 殖阻害

と死滅 に及ぼす重金属 イオ ンの影響 を生 化学 的に明 らか

にす るため にDNA,RNA,タ ンパ ク質な どの菌体 内必

須物質の合成阻害 または分解 な どについて検討 した。 さ

らに,重 金属 イオ ン存 在下におけるフェ ノールを迅速か

つ高効率で分解 するために固定 化菌 による反復 回分培養

を行 った。

2.実 験 方法

2.1菌 株

本 研 究 で は,藤 田 正 憲 大 阪 大 学 教 授 か ら提 供 さ れ た

Acinetobacter calcoaceticus AH株(グ ラ ム 陰 性 桿 菌,非

運動 性,約2μm)6,7)を フ ェ ノ ール 分 解 菌 と して用 い た 。

2.2固 定 化 方 法

0.059の 微 生 物 を39/eの ア ル ギ ン酸 ナ ト リ ウ ム溶 液

(1の に 懸 濁 し,混 合 液 を穏 や か に攪 拌 され て い る0.1

mol/eのCaCl2溶 液 に滴 下 した。 菌 が 固 定 化 され た ア ル

ギ ン酸 カル シ ウ ムゲ ル ビ ー ズ の実 径 は約4mmで あ り,

ゲ ル ビー ズ1個 当 た りの微 生 物 量 は約1.67×10-6gで あ っ

た 。

2.3培 養 方 法

菌 は0.1g/eフ ェ ノ ー ル,1.0g/e(NH4)2SO4,0.02g/e

KH2PO4,0.2g/eMgSO4・7H2O,1.0g/eCaCl2を 含 む 培

地1eで 培 養 した 。 種 々の 濃 度 のZnSO4やCuSO4を 添 加

す る こ とに よ っ て培 地 中 の亜 鉛 イ オ ン(Zn2+)や 銅 イ オ

ン(Cu2+)な どの 重 金 属 イ オ ンの 濃 度 を調 製 し た。 培 地

に 添 加 され た 固 定 化 ゲ ル ビ ー ズ の全 容 積 は50meで あ っ

た 。 培 養 は2e容 三 角 フ ラ ス コ を 用 い て100rpmの 回転

数 の 下 で37℃,pH7.8で 行 っ た 。サ ンプ ル液(2～3mの

を一 時 間毎 に培 養 液 か ら抜 き取 り,菌 体 光 学 密 度,菌 数,

高分子含有量,フ ェノール濃度 などの測定 に用いた。

2.4分 析 方 法

固 定 化 ゲ ル ビー ズ 中 の 菌 の 濃 度 は10meの リ ン酸 緩 衝

液(39/eKH2PO4と79/eK2HPO4か ら成 る)中 で 溶 解

し た 後 に測 定 した。 菌 体 光 学 密 度 は 吸 光 度 計(島 津 製

UV-120)を 用 い て 波 長660nmで 測 定 し た。 総 菌 数 は サ

ン プ ル 液 を菌 数 計 数 器(C.A.Hauser & Son社 のPetroff-

Hausser & Helber Counting Chamber)に 注 入 して 顕 微

鏡 にて 直接 計測 し,生 菌 数 は寒 天重 層 法 に よって計 測 した。

菌 体 内 の 高 分 子 含 有 量 は5m4の サ ンプ ル 液 を0.5Nの 過

塩 素 酸 で 処 理 した 後,DNAはBurtonの 方 法14),RNAは

Mejbaumの 方 法15),タ ン パ ク 質 はLowryの 方 法16)に

よっ て 定 量 した 。 フェ ノー ル濃 度 は 高 速 液 体 ク ロ マ トグ

ラ フ ィー に て 測 定 した 。

3.結 果と考察

3.1液 体培養 の微生 物増殖 に及 ぼす重金属 イオンの

阻 害効果

重 金属イオ ン存在下 の フェノールの分解 における菌の

増 殖 と基質の分解 の動的挙動 を実験 的に検 討 した。Fig.

1(a),(b)は 種 々の濃 度の亜鉛 イオ ン(Zn2+)と 銅 イオ

ン(Cu2+)を 添加 した場合の菌体光学密度 とフェノール

濃度 の経 時変化 を示す 。Fig.1(a)か らわかるように亜鉛

イオ ン濃度 が20mg/eま では菌体光学 密度が一定値 に達

する までの時間がフェノールが完全 に分解 される までの

時間にほぼ一致 し,そ れぞれの時間が亜鉛 イオ ン濃 度の

増加 とともに増加 した ことか らフェノール分解菌 に対す

る亜鉛 イオ ンの増殖阻害効果が明 らかになった。25mg/e

のよ うに高濃度 の亜鉛 イオ ンの場合 には,菌 の増殖 と基

質の分解 は観 察 されなか った。Fig.1(b)に 示 したよ う

に銅 イオ ンを添加 した場合 には亜鉛 イオ ンを添加 した場

合 よ りも強い増殖 阻害効果 が著 しくな り,銅 イオ ン濃度

が0.5mg/eの よ うに低 濃度で も菌の増殖 と基 質の分解 は

全 く起 らなかった。また,重 金属 イオ ン濃度 の増加 とと

もに最大菌体光学密度 が小 さ くなったので,重 金属 イオ

ンの添加 によ り生菌数 が低下す る といえる。以上 のこ と

か ら,フ ェノール分解菌 の増殖 は亜鉛 イオ ンや銅 イオ ン

などの重金属 イオ ンの添加 によ り阻害 されること と銅 イ

オ ンの阻害効果 は亜鉛 イオ ンよ りも非常 に大 きい こ とが

わか った。

Fig.2は 重金属 イオ ン濃度 が高い場合の フェノールの

微生物分解 における菌体光学密度,フ ェノール濃度,総

菌数 と生菌数 の経時変化 を示す。Fig.2(a)の ように亜鉛

イオ ンを30mg/e添 加 した場 合,亜 鉛 イオ ンの 阻害作用

によ り菌体光学密度,フ ェノール濃度,総 菌数 と生菌数

は変化 せず,培 養 時間10h後 も一定 値 を保 っ た ままで

あった。総菌数 と生菌数 の値が ほぼ等 しくなったことか
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Fig. 1 Time courses of optical density of cells, X, 

and phenol concentration, Cs, in the 

microbial degradation of phenol with a 

heavy metal ion 

a: zinc ion, b: copper ion

ら,亜 鉛 イオ ンの添加 に よって菌 の増殖 は停止 して も菌

は死滅 しない。Fig.2(b)の ように銅 イオンを0.5mg/e添

加 した場合,総 菌数 は一定値 のまま生菌 数のみが急激 に

減少 した。 この結果,銅 イオ ンを添加 する と菌 が完全 に

死滅す るこ とがわかった。

Fig.3(a),(b)は そ れぞれ30mg/eの 亜鉛 イ オ ンと0.5

mg/eの 銅 イオンを添加 した場合 の フェノー ルの微生物

分解 における生菌率(生 菌数/総 菌数)と 菌体 内高分子

含有量 の経 時変化 を示す。重 金属 イオ ン添加前 の菌 はす

べ て生菌 であ り,生 菌率 は1で あった。Fig .3(a)に 示す

よ うに亜鉛 イオ ンを添加 した場合 には生菌率 と菌1個 当

りのDNA,RNA,タ ンパ ク質の含有量 はほぼ一定 であっ

たこ とから,亜 鉛 イオ ンを添加 して も生菌率や菌体 内高

分子 の含 有量 は ほとん ど変化 しない ことがわか った。

Fig.3(b)に 示す ように銅 イオ ンを添加 した場合 に は生

菌率 は培養 開始直後 か ら急激 に減少 し,培 養時 間3.5hで

Fig. 2 Time courses of optical density of cells, X, 

phenol concentration, Cs, total cell number, 

Nt, and viable cell number, Na, in the 

microbial degradation of phenol with a high 

concentration of heavey metal ion 

a: 30mg/ e of zinc ion, b: 0.5mg/e of copper 

ion

ほぼ0.001に達 した。菌1個 当た りのDNAと タンパ ク質

の含有量 は銅 イ オン を添加 して も変化 しなか ったが,

RNAの 含有量 は銅 イオン添加 時の9×10-11mg/cellか ら

徐 々 に減 少 して培養 時間3.5hで7×10-11mg/cellに な っ

た。以上の結果,菌 の死滅 によってDNAと タ ンパク質

の含有量 は変化 しないが,RNAの 含有量 は減少す る こ

とがわかった。

Fig.4は 対数増殖期の菌に重金属イオンを添加 した時の

単位生菌数 当 りの生菌数変化 速度 μa{=(1/N、)(dNa/dt)}

を重金 属 イオ ン濃 度 に対 してプ ロッ トしてい る。 μ、が

正の値の時 には増殖は阻害 されるが生菌数 は増加 し,μ 、

が負 の値の 時には増殖が 阻害 されるだけでな く菌の死滅

によって生菌数が減少す ることを示す。亜鉛 イオンを添加
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Fig. 3 Time courses of ratio of viable cell 

number to total cell number, ƒÓ, DNA 

content per cell, MD, RNA content per cell, 

MR, protein content per cell, MP, in the 

microbial degradation of phenol with a high 

concentration of heavy metal ion 

a: 30mg/e of zinc ion, b: 0.5mg/e of copper 

ion

Fig. 4 Effect of heavy metal ion concentration on 

specific change rate of viable cell number, 

a: zinc ion, b: copper ion

した場合 には μaの値 は亜 鉛 イオ ン濃 度の増加 ともに減

少 し,25mg/eの 亜鉛イオ ン濃 度で0に なった。25mg/e

以上 の亜鉛 イ オン濃度 で もμaの値 が負 にならなかった

ことか ら,亜 鉛イオ ンは菌 の増殖 を停止 するが,菌 を死

滅 させる ことはない と言える。銅イオ ンを添加 した場合

には μ、の値 は銅 イオ ン濃度の増加 とともに急激 に減少

し,0.3mg/eの 銅 イオ ン濃度 で0に 達 した後,0.3mg/e

以上の銅 イオ ン濃度で は負の値 になった。 これは銅 イオ

ン濃度の増加 とともに菌の増殖 阻害のみが起 こる場 合か

ら菌の死滅が起 こる場合に移行 する ことを示 している。

亜鉛 イオンの場合には菌の増殖 阻害だけであったが,銅

イオンの場合 には菌の増殖 阻害 だけでな く菌 の死 滅が観

察されたので,菌 の増殖 阻害や死滅 に及 ぼす重金属 イオ

ン濃度 の影響 は重金属 イオ ンの種類 によって著 しく変化

す る と思 われる。

3.2液 体培養 と固定化培養 の比較

Fig.5(a),(b)は そ れぞ れ25mg/eの 亜鉛 イ オ ンと0.3

mg/eの 銅 イオ ンの存在下 のフェノールの微生物分解 に

おけ る菌 体光学 密度 とフェノール濃 度の経 時変化 を示

す。液体培養 では亜鉛 イオ ンお よび銅 イオ ンの含 有 とも

に菌 の増殖 と基 質の分解 は重金属 イオ ンに よる阻害作用

に よって全 く起 らなか った。固定化培養 では菌体 光学密

度は重 金属 イオ ンの存在 下で基 質の分解 とともに増加 し

て最終 的に一 定値 に達 した。固定化培養 では重金属 イオ

ンがゲル ビーズに吸着 した りカルシウムイオ ンと置換 す

るために17),ゲ ル ビーズ内部の菌が重金属イオ ンの阻害

作 用 を受 け る ことな くフェノール を分 解 した と思 われ
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Fig. 5 Comparison between the liquid culture and 

the immobilized cell culture in the microbial 

degradation of phenol with a heavy metal 

ion 

a: 30mg/e of zinc ion, b: 0.5mg/e of copper 

ion

Fig. 6 Comparison between the liquid culture and 

the immobilized cell culture in the effect of 

heavy metal ion concentration on specific 

growth rate, ƒÊ 

a: zinc ion, b: copper ion

る。以上の結果,固 定化培養 は液体培 養に比べ て重金属

イ オ ン存在下 の フェノー ル分解 に有 効 な培 養方法 とわ

かった。

Fig.6(a),(b)は それぞ れ比増殖 速度 に及 ぼす亜鉛 イ

オ ン濃度 と銅イオ ン濃 度の影響 を示す 。液体培養 の比増

殖 速 度 は亜 鉛 イオ ンの 増加 と と もに急 激 に減少 して

25mg/eで0に なったので,液 体培養 では25mg/e以 上 の

亜鉛 イオ ンを含 むフェノールは分解 されなかった。固定

化培 養 の比増殖 速度 は亜鉛 イオ ン濃 度の増加 とと もに

徐 々に減少 して50mg/eの 亜鉛 イオン濃度の とき約0。25h-1

になった ことか ら,固 定化培養 は50mg/e以 上の亜鉛 イ

オ ンを含 むフェノールで も分解 され るこ とが わかった。

銅 イオ ンの場合 には液体培養 の比増殖速度 は銅 イオ ン濃

度 の増加 とともに急激 に減少 して0.3mg/eで0と なった

の で,液 体培 養では0.3mg/e以 上の銅 イオ ン濃度 を含 む

フ ェ ノ ー ル は 分 解 さ れ な か っ た。 固 定 化 培 養 で は

0.5mg/eの 銅 イ オンを含 むフェノールで も分解 された。

低 濃度の亜 鉛イオ ンや銅 イオ ンの存在 下のフェノールは

液体培養 で も分解 されたが,固 定化培養 の比増殖速度 は

液体培養 に比べ て非常 に大 きくなったので,固 定化培養

は比較 的高い濃 度の重 金属 イオ ン存在下 のフェノールを

迅 速に分解 するための有効 な培養 と言 える。

3.3固 定化菌 を用い た反復回分培養 によるフェノー

ルの分解

Fig.7は30mg/eの 亜 鉛 イオ ン存在 下で フ ェノール を

固定化菌 に よって反復 回分培養 を行 った時の菌体光学密

度 とフェノール濃度 の経時変化 を示す。反復回分培養は

初期濃度100mg/eの フェノールが完全に消費 された後に

培養液のみ を抜 き取 って同量の新鮮培地 に入れ換える こ

とによって行 われた。固定化菌 を用いた回分培 養が10回

くり返 して実験 され,フ ェノールがほぼ完全 に分解 され
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Fig. 7 Microbial degradation of phenol in the 

presence of 30mg/e of zinc ion by the 

repeated batch culture using immobilized 

cells

るこ とが確め られ た。菌体光学密度の増加 とフェノール

の分解が比較的迅速 に行 われた固定化菌 による反復回分

培養 の結果か ら,重 金属 イオン存在下の フェノー ルの連

続的分解の可能性が示唆 された。

4.ま と め

液体培養 と固定化培養 を用い て重金属 イオン存在下の

フェノールの微生物分解 を行い,重 金属 イオンの 阻害作

用 と菌 の固定化培養の有効性 を実験的 に検討 した。

(1)液 体培養 にお いて,菌 の増殖 と基質の分解 に及 ぼす

重金属 イオンの影響 は著 しく,亜 鉛 イオ ンは菌の増殖 を

停止 するのに対 して銅 イオンは菌 の増殖 の阻害 と菌 の死

滅 も引 き起 こ した。

(2)液 体培養 は25mg/eの 亜鉛 イ オ ンまたは0.3mg/eの

銅 イオ ンを含 むフェノールを全 く分解 で きなかったが,

固定化培 養 は50mg/eの 亜鉛 イ オ ンまたは0.5mg/eの 銅

イオ ンを含 む フェノール も分解 で きた。

(3)菌 の死滅 によって菌体内のDNAや タンパ ク質の含

有量 は変化 しなかったが,RNAの 含有量 は減少 した。

(4)固 定化培養 の比増殖速 度は液体培養 と比べ て非常 に

高 く,固 定化培 養では重金属 イオ ン存在 下における フェ

ノールが迅速かつ高効率で分解 された。

(5)固 定化 菌を用 いた反復 回分培養 は重金属 イオ ン存在

下の フェノール分解に効果的であ り,フ ェノール排 水の

工業的処理のための基礎 的デー タを提 供 した。

要 約

フ ェ ノー ル 分 解 微 生 物,Acinetobacter calcoaceticus AH

株 に及 ぼす 亜 鉛 イ オ ン と銅 イオ ンの 増 殖 阻 害 と死 滅 の 影

響 が回分培養 において菌体光学密度,総 菌 数,生 菌数 と

細胞1個 当た りの高分子含有量 を測定す るこ とによって

検討 された。比増殖速 度や生菌 数変化速度 に及 ぼす重金

属イオ ン濃度 の影響が 明 らかに され,銅 イオ ンの 阻害効

果は亜鉛 イオ ンよりも非常 に強 いこ とと銅 イオ ンは菌 の

増殖 阻害だけでな く菌 の死滅 も引 き起 こすこ とが わかっ

た。菌の担体 としてアルギ ン酸 カルシウムのゲル ビーズ

を用 いた固定化培養 は従来 までの液体培 養 よりも高濃度

の重 金属イオ ン存在下 の フェノールを迅 速かつ高 効率 で

分解 で きた。固定化菌 を用いた反復 回分培 養は10回 の回

分培養 の間30mg/lの 亜鉛 イオ ンを含 む100mg/lの フェ

ノール を逐次的に分解 で き,重 金属 イオ ン存在下 の フェ

ノールの効果的処理へ の適用を可能 とした。
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