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Summary
The efficient degradation of lignin in kraft pulp wastewater by ozonolysis and microbial 

degradation was presented. The effects of operational conditions such as pH and temperature 

on the degradation of lignin aromatic ring by ozone were experimentally clarified. The lignin 

aromatic ring was degraded by the ozonolysis into various low-molecular weight organic acids 

such as muconic acid, malefic acid, and oxalic acid. In the microbial degradation of ozonolyzed 
wastewater using an oxalic acid degrading microorganism, strain A28, cells grew in a typical 

diauxic growth, i.e. the oxalic acid was degraded only after the exhaustion of acetic acid. As a 

result, it was found that after ozonolysis of kraft pulp wastewater microbial degradation by 

strain A28 was effective method for the complete degradation of lignin in it.
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1.は じ め に

クラフ トパルプは水酸化ナ トリウムと硫化ナ トリウム

を用いて蒸解されたパルプであり,紙 の強度が強いため

に広範囲に使用されているｌ,2)。クラフ トパルプの排水中

にはリグニンなどの有機物質が多量に含 まれているた

め,有 機物質は完全に分解処理 された後に河川に放出さ

れなければならない3)。リグニンは芳香環を持つ難分解

性の高分子物質であるため,微 生物分解するには長時間

を要する4,5)。したがって,パ ルプ排水中のリグニンを迅

速かつ高効率で分解処理するためには,微 生物処理の前

にリグニンを低分子化する操作が必要 と考えられる。一

方,オ ゾンはフッ素に次ぐ強力な酸化作用を持ち,脱 臭,

脱色,殺 菌,有 機物や無機物の分解などに用いられてき

た6)。また,オ ゾン処理は自動化や省力化が容易である

ばかりでなく,溶 存オゾンが自己分解 して酸素になるこ
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とから上水,下 水,工 場排水やし尿処理などの種々の分

野に適用可能 とされている7-11)。著者ら12-15)はオゾンによ

る亜硫酸パルプ排水中のリグニンの分解および有機酸の

生成特性,リ グニンの分解機構などについてこれまで報

告してきている。一方,近 年のわが国のパルプ製造の約

90%は クラフトパルプであり,ク ラフトパルプ排水処理

の研究の重要性が高まっている2)。

そこで,本 研究ではクラフトパルプ排水中のリグニン

をオゾンで分解した後,生 成した有機酸を更に微生物で

分解する2段 階処理の実験 を行い,そ れらの一連の操作

の有効性について研究した。すなわち,亜 硫酸パルプ排

水のオゾン分解に関する実験的研究12-15)を参考に,ク ラ

フトパルプ排水のオゾン分解に及ぼすpHや 温度の影響

と有機酸の生成過程をリグニンモデル物質のオゾン分解

機構にもとついて検討した。次に,ク ラフトパルプ排水

リグニンのオゾン分解で生成した酢酸とシュウ酸の微生

物分解における動的挙動を市販の酢酸とシュウ酸から成

る合成培地の微生物分解の場合と比較して,ジ オキシ現

象をもつ微生物増殖について考察した。

2.実 験 方 法

2.1オ ゾ ン分解

オゾン分解実験は,Fig.1に 示 したようなガラス製円

筒反応器(内 容積1.5.｢)に 試料排水14を 入れ,オ ゾ

ン発生機(日 本オゾン製MO－5A型)に よって生成され

た オゾン(オ ゾ ン濃度20g/m3,供 給 オゾ ン流量0.25

m3/h)を3本 の空気拡散器で吹 き込むことによって行っ

た。オゾン濃度は中性ヨウ化カリウム法によって測定し

た16,17)。クラフ トパ ルプ排水をリグニン芳香核による

280nm吸 光度から換算 し,40g/4の リグニン濃度に調整

した。pH調 整は水酸化ナ トリウム溶液を用いた。オゾ

ン分解液の280nm吸 光度はリン酸緩衝液でpH7に 調整し

た 後,分 光 光 度 計(島 津 製UV－240型)で 測 定 した 。 メ

トキ シ ル 基 量 は,朝 比 奈 式 簡 易 メ トキ シ ル 基 測 定 法18),

フ ェ ノ ー ル性 水 酸 基 量 はΔ εi法19),有 機 酸 濃 度 は 液 体 ク

ロマ トグ ラ フ ィー(島 津 製LC－9A)と ガ ス クロ マ トグ ラ

フ ィー(島 津 製GC－6A)に よ っ て測 定 した13)。

2.2微 生物分解

酢酸とシュウ酸の微生物分解では,著 者 ら15)が集積培

養法で土壌か ら分離 したシュウ酸分解菌A28菌 を用い

た。任意の時間間隔で培養液を3m4抜 き取り,菌 濃度

の指標として菌液の吸光度,酢 酸濃度とシュウ酸濃度を

定量 した。吸光度は分光光度型(島 津製UV120型)を

用 いて,波 長525nmで 測 定 した。培 養 はpH7,温 度

30℃,回 転数100rpmで 行 った。

2.3オ ゾ ン分 解 液 の微 生物 処 理

酢 酸 と シ ュ ウ 酸 の 微 生 物 処 理 で は 市 販 の 酢 酸(2.0

σ4)と シ ュ ウ酸(5.59/2)を 含 む 混合 液 に基本 培 地(3.0

g/l KH2PO4,7.0g/lKZHPO4,0.5g/l(NH4)2SO4,5.0

g/4NaC1,0.5g/lMgSO4・7H20,0.0lg/l CaCl2)を 加

え た 培 養 液 を用 い た 。 また,オ ゾ ン分 解 液 の 微 生 物 処 理

で は,オ ゾ ン に よ っ てpH12で15h分 解 し た ク ラ フ トパ

ル プ 廃 液 に基 本培 地 を加 え た 培 養 液 を用 い た 。

3.結 果 と考 察

著者ら12-14)は芳香環状 リグニンモデルとしてのグアヤ

コールとベラトロールのオゾン分解の結果を亜硫酸パル

プ排水のオゾン分解と比較し,リ グニンモデル物質のオ

ゾン分解における動的挙動はパルプ排水のリグニンのオ

ゾン分解に十分適用 されることをこれまでに報告 した。

クラフトパルプ排水中のリグニン芳香環部分の構造は主

としてC4位 に遊離性のフェノール性水酸基をもつ4－ヒ

Fig. 1 Experimental apparatus for ozonation process

1: ozone generator, 2: heater, 3: water bath, 4: reactor, 5: air diffuser, 6: KI solution, 7: activated carbon, 8: pH 

controller, 9: peristalytic pump, 10: NaOH solution
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ドロキシ－3－メ トキシフェニル残基(グ アヤコール型残

基)とC4位 にエーテル結合をもつオキシ(2－ メトキシー

1,4－フェニ レン)残 基(ベ ラ トロール型残基)の2種

類か ら構成 されている20)。今 回,ク ラフ トパルプ排水中

の芳香族化合物のオゾン分解機構をリグニンモデル物質

のオゾン分解から提出 したFig.2の 分 解13,14)に 基づ

いて種々検討 した。 リグニンモデル物質の分解機構は,

(1)グアヤコールやベラ トロールなどの芳香族化合物が開

裂する前にメ トキシル基の脱離が起って分解する経路

(ベラ トロール→グアヤコール→カテコール→キノン→

ムコン酸→マ レイン酸→シュウ酸),(2)芳 香族化合物の

3,4位 の 開裂が起ってから分解する経路(ベ ラトロー

ル→ムコン酸ジメチルエステル→ムコン酸モノメチルエ

ステル→ムコン酸→マ レイン酸→シュウ酸,グ アヤコー

ル→ムコン酸モノメチルエステル→ムコン酸→マレイン

酸→ シュウ酸),(3)芳 香族化合物の2,3位 と4,5位

の開裂によってシュウ酸類が直接生成する経路(ベ ラト

ロール→シュウ酸ジメチルエステル→シュウ酸モノメチ

ルエステル→シュウ酸,グ アヤコール→シュウ酸モノメ

チルエステル→シュウ酸)に 分けられる。

芳香族化合物の微生物分解は非常に困難だが,芳 香族

化合物のオゾン分解によって生成 したマレイン酸やシュ

ウ酸等の有機酸の微生物分解は比較的容易に進行するも

のと考えられる。

3.1パ ルプ排水のオゾン分解

Fig.3は 温 度30℃ で種々のpHに おけるオゾン分解液

の紫外部吸光度の経時変化を示す。縦軸は280nmに おけ

る初期吸光度に対する時間経過における吸光度の比で表

されている。芳香族化合物やムコン酸類は280nm付 近 に

強い吸収帯をもっているので,280nm吸 光度はクラフト

パルプ排水のオゾン分解液中に含まれる芳香族化合物や

ムコン酸類の量を表す指標となる。オゾン分解によって

生成するアルデヒド類やシュウ酸類などの飽和脂肪族カ

ルボン酸も280nmに 吸収を持つが,吸 光度係数は芳香族

化合物やムコン酸類に比べて非常に小さいので,そ れら

の吸光度は無視できる。紫外部吸光度はオゾン分解時間

とともに徐々に減少し,15hを 超 えるとほぼ一定値に達

Reaction time (h)

Fig. 3 Time courses of ratio of UV absorption at 

280 nm to its initial value in the 

ozonation of kraft pulp wastewater under 

various pH values •Z 

: pH4, •  : pH7, •¢ : pH10,•ž : pH12

Fig. 2 Degradation mechanism of lignin model compound by ozonolysis 

l: veratrole, 2: guaiacol, 3: catechol, 4: quinone, 5: muconic acid dimethylester, 6: muconic acid monomethylester, 

7: muconic acid, 8: maleic acid, 9: oxalic acid dimethylester, 10: oxalic acid monomethylester, 11: oxalic acid
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した。紫外部吸光度の減少の経時変化はpHが 高 くなる

につれて大 きくな り,pH4,7,10,12の 時の吸光度は

分解時間18hで それぞれ0.25,0.2,0.15,0.1ま で低下

した。これはpHが 高 くなると水酸 イオン濃度が増加

し,オ ゾンによる分解速度が大きくなるため と思われ

る21)。

 Fig.4はpH12で 種々の温度におけるオゾン分解液の紫

外部吸光度の経時変化を示す。吸光度の減少は温度が高

いほど速いが,30℃ と40℃ との分解限度の差は少なかっ

た。一般的に化学反応においては温度が高くなると反応

速度は大きくなるが,オ ゾン分解反応では温度が高くな

るとオゾンの排水中への溶解度が減少するために分解速

度の温度による差があまり見られなかった。30℃ 以上の

温度では分解限度に大きな差が認められなかったことか

ら,以 下の実験:では30℃ でオゾン分解を行った。

 Fig.5は オ ゾン分解液の白色度の経時変化を示す。白

色度は457nmに 関 して初期白色度の比で表されている。

芳香族化合物,ム コン酸類,マ レイン酸類は457nm付 近

に吸収帯を持つが,そ の中でもキノンは強い吸収帯 を

もっている。したがって,白 色度の増加はキノンの増加

に起因すると思われる。白色度はオゾン分解開始ととも

に増加 し,分 解時間2hで 最大値に達 した後,急 激に減

少した。2hの 分解で白色度が増加 したことから, Fig.2

の リグニンモデル物質のオゾン分解機構で示されたキノ

ンの生成が推察された。

 Figs.6,7は それぞれオゾン分解液のメ トキシル基量

とフェノール性水酸基量の経時変化を示す。メトキシル

基量は排水中に含まれている4－ヒドロキシ－3－メ トキシ

フェニル残基(グ アヤコール型残基)と 〔オキシ(2一

メ トキシ－1,4－ フェニ レン)残 基〕(ベ ラ トロール型残

基)の 総量を表 し,フ ェノール性水酸基量は排水中に含

まれている4－ヒドロキシ－3－メ トキシフェニル残基(グ

アヤコール型残基)の 量に相当する。Fig.6に 示 したよ

うにメ トキシル基量が分解時間とともに減少 したことか

ら,グ アヤコール型残基やベラ トロール型残基を持つ芳

香族化合物の分解が認められた。また,pHが 高いほど

分解速度が大 きいことがわかった。Fig.7に 示 したよう

にpH12の 時のフェノール性水酸基量は分解時間ととも

Reaction time (h)

Fig. 5 Time courses of ratio of whiteness at 457 

nm to its initial value in the ozonation of

 kraft pulp wastewater under various pH 

values •Z 

: pH7, • : pH10,•¢ : pH12

Reaction time (h)

Fig. 4 Time courses of ratio of W absorption at 

280 nm to its initial value in the 

ozonation of kraft pulp wastewater under 

various temperatures 

•Z:20•Ž,• :30•Ž,•¢:40 •Ž

Reaction time (h)

Fig. 6 Time courses of amount of methoxyl 

group in the ozonation of kraft pulp 

wastewater under various pH values •Z

: pH7, • : pH10, •¢: pH12
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に減少 して20hで ほぼ0に なったが,pH7と10の 時 には

初期値の1/3程度 まで しか低下 しなかった。結果として,

グアヤコール型残基を持つ芳香族化合物の分解のために

はpH12で の分解が効果的であるといえるので,以 下の

実験ではpH12で 分解を行った。

3.2オ ゾン分解による生成有機酸

Fig.8は オゾン分解によって芳香族化合物の開裂に

よって生成するムコン酸,マ レイン酸,シ ュウ酸の有機

酸濃度の経時変化を示す。ムコン酸濃度は分解時間とも

に急激に増加 し,4hで4.4g/4の 最大値に達 した後,減

少 した。マレイン酸濃度は分解時間ともに増加し,4h

で0.22g/lの 最大値に達 した後,減 少 した。Fig.2の リ

グニンモデル物質のオゾン分解機構からわかるように芳

香族化合物からムコン酸とマレイン酸が生成 し,そ の後

ムコン酸類はほとんどシュウ酸へと分解 された。また,

リグニン濃度40g/lの クラフトパルプ排水にはフェニル

プロパン構造をもつリグニ ンの側鎖から生成 した2.0

g/lの酢酸が含まれている。

3.3オ ゾン分解液の微生物処理

Fig.9は 市 販の酢酸 とシュウ酸の合成培地のA28菌 に

よる分解の経時変化を示す。オゾンによってpH12で15h

分解 したクラフトパルプ排水 中には酢酸(2.0g/l)と

シュウ酸(5.5g/の が含まれるので,酢 酸とシュウ酸の

濃度をそれらの値に調整した。菌の増殖は酢酸のみを分

解 して対数増殖した後,シ ュウ酸を分解 して対数増殖す

る典型的なジオキシ増殖22)を示 した。第1対 数増殖期 と

第2対 数増殖期の間の約1hの 遅れ時間は菌がシュウ酸

を分解するために必要な誘導酵素を合成するための時間

と思われる。結果 として,シ ュウ酸分解菌A28菌 は酢酸

とシュウ酸を完全に分解できることがわかった。

Fig.10は シュウ酸分解菌A28菌 によってオゾン分解液

を微生物処理 した時の菌の増殖と基質の分解の動的挙動

を示す。ここでは,オ ゾンによってpH12で15h分 解 し

たクラフ トパルプ排水 をオゾン分解液 として用いた。

Fig.9に 示 した合成培地の場合と同様に菌は酢酸を消費

した後にシュウ酸 を分解するジオキシ増殖 を示したが,

菌 の増殖 と基質の分解は合成培地の場合 よりも少 し遅 く

なった。この理由は,パ ルプ蒸解時に添加 された種々の

Reaction time (h)

Fig. 7 Time courses of amount of phenolic 

hydroxyl group in the ozonation of kraft 

pulp wastewater under various pH values •Z 

: pH7, • : pH10, •¢: pH12

Reaction time (h)

Fig. 8 Time courses of organic acid concentrations in the ozonation of kraft pulp wastewater at pH 12 and 

30•Ž•Z

: muconic acid concentration, • : maleic acid concentration, •¢ : oxalic acid concentration
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Incubation time (h)

Fig. 9 Growth profile of cells in the synthetic medium containing acetic acid and oxalic acid •Z 

: optical density of cells, •  : acetic acid concentration, •¢ : oxalic acid concentration

Incubation time (h)

Fig. 10 Microbial treatment of kraft pulp wastewater ozonized at a reaction time of 15 h •Z 

: optical density of cells, •  : acetic acid concentration, •¢: oxalic acid concentration
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化学薬品の阻害の影響と考えられる。 しか しながら,酢

酸 とシュウ酸は培養時間約12hで 完全に消費されたこと

から,オ ゾン分解 とA28菌 による微生物処理はクラフト

パルプ排水中の芳香族化合物の分解処理に有効であるこ

とが認められた。シュウ酸分解菌A28菌 は酢酸とシュウ

酸を分解で きるが,ム コン酸やマレイン酸などの二重結

合を持つ有機酸を分解で きない(デ ータは示されていな

い)。A28菌 によるオゾン分解液の完全処理のためには

15h程 度のオゾン分解時間が必要であるが,オ ゾンのコ

ス ト等を考えるとオゾン分解の初期に生成するムコン酸

やマ レイン酸などの有機酸を分解できる菌や菌群による

微生物処理が望まれる。この点に関しては今後の検討課

題である。
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要 約

クラフ トパルプ排水中に含まれるリグニンの効率的分

解のためにオゾン分解後に微生物分解する処理方法を提

案 した。リグニン芳香核の分解に及ぼすpH,温 度 など

のオゾン分解条件の影響を実験的に明らかにした。オゾ

ン分解によってリグニ ン芳香核はムコン酸,マ レイン

酸,シ ュウ酸などの種々の低分子有機酸に分解された。

シュウ酸分解菌A28菌 を用いたオゾン分解液の微生物分

解では,菌 の増殖は酢酸を消費 した後にシュウ酸を分解

する典型的なジオキシ増殖を示 した。結果として,オ ゾ

ン分解 と微生物分解から成る処理方法はクラフ トパルプ

排水中のリグニンの完全分解のための効果的方法である

ことがわかった。
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