
 氏名・(本籍)

 学位の種類

学位記番号

学位授与年月日

 学位授与の要件

最終学歴

学位論文題目

論文審査委員

ぐり た さとる

 栗田 学(茨城県)

理学博士

 理第309号

 昭和46年1月27日

 学位規則第5条第2項該当

 昭和2 5年 3月
東京工業大学 応用 化学科卒業

 嫌気性細菌による石油中の有機イオウ化合物
 からのH,S発生に関する基礎的研究

義主訓田宮信雄 蕨北原喜男
          教授瀬戸秀一

論

文 目

次

 第1章

 第2章

 第3章

 第4章

 第5章

 第6章

 第7章

緒論

実験方法

 嫌気性有機イ オウ 化合物分解菌の分 離・培養

 嫌気性チオフェ ン分 解菌によるチオフェ ンか らのH2S 発生

 嫌気性チオフェ ン分解菌による水添残渣 油,原油・ アスフ ァルテ ンからの H2 S発生

 嫌気性チオフェ ン分解菌及 びそ の抽出物 によるチオフェ ンからのH2S発生

 反応に関する基礎研究

 総括と考察

489



論文内容要旨

 第ユ章縮 言

   硫酸塩還元菌 脱 sulfovibr io は嫌 気的に硫酸塩等を還 元し てH2 Sを発生するが石油のイオウ化合

  物を還 元する能力はない。 P. vulgaris 菌はシスチ ン, シ ス テ イ ンなどの含 硫アミノ酸に作用

  してH、S を発生す る。 又従来よりある種の細菌が石油中に含まれる有機イ オウ化合物に嫌 気的に

  作用 し B2S を発生すると云 われて来 たが 学術 的 に裏 付け された研 究は なく 又その応用例もない。

  本論文ではチオフェン, ジメチルスルフィ ド, /一ブタンチオール, ポリスルフィ ドなどの有機

  イオウ化合物を 分解しH2 Sの発生 を触媒する嫌 気性有機イ オウ化合物分解菌の分離培養 とそ の代

  表的な嫌 気性チオフェン分解菌によるチオ7エ ン及びアスファルテ ンな どの石油類からのH2S発

  生について, 又この細菌の酵素学的性質について検討した結果を述べ, 明らかにした点を紹介す

  る。

 第2童 実験方法

   本 実験方法 の要約は次 の逓 り であ る。

   菌の分離培養は通常の方法に準 じて行っ 丁こ。 嫌気性有機イオウ化合物分解菌による有機イオウ

  化合物からのH2S発生反応は恒温槽中38℃ に保持されたガラスフラスコ中でN2 を通気しながら

  行い, 発生する H2Sは 亜鉛一カ ドミウム酢酸溶液に吸収せし ダ) 通常のヨー ド滴定により定量した。

  生菌の 分散波及 び無細胞抽出液による チオフェ ンか らの H2 S発 生反応はワ ール ブル グ検圧装置に

  よ 1) N2 又は H2雰囲気下で行っ た。 発生するH2Sは アルカリ溶液に吸収せしめS t。 Loranし 法に

  より定量し アこ。 この菌の無細胞抽出液としては生菌を超音波破砕 し, 遠心分離した上ずみ液を用

  い ブこ。 増殖時の菌量は 660mμ に 於ける濁度を測定し予め作成した乾燥菌体量との検量線から求

  めた。

 第5童 様気性有機イオウ化合物分解菌の分離・培養

   石 ～由 に含まれる有機イ オウ化合物, 特に環状イオウ化合物に作用する嫌 気性菌についての報告

  はない。 著者は代表的なイ オウ化合物としてチオフェン, ジメチルスルフィ ド, 1一ブタ ンチオ

  ール, ポリスルフィ ドを選び, これらの化合物を嫌気的に分解しH2Sを発生する細菌の探索, 分

  離, 培養, を試み新しく嫌気性有機イオウ化合物分解菌を単離した。 この分離培養のために行っ

  た実験方法 の要約は 次の通り であ る。

   菌株は新潟県の油田地帯 の坑道地下 200 mの油泥及びカ 7 ジ原油貯蔵 ドラム底か ら採取し た。

  これ らの菌株は 最初嫌 気的 硫酸塩培地 で粗に 分離培養した。 生じたコロニー をそ れぞれの有機イ

  オウ化 合物を含む培養液 で嫌気的に継 代培養しそれ ぞれ 純粋と思われる菌を 分離 した。 これ らの

  菌を嫌気性チオフェノ分解 菌, 嫌気性 ジメチルスルフィ ド分解菌, 嫌気性1一ブタ ンチオール分
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 解菌, 嫌 気性ポリスルフィ ド分解菌と仮称す る。 これらの菌は 0.5×3μの桿菌で既知のDe sr

 lfovibr io よりも大きく動きがにぶい。 この菌の成長最適 pHは 72 ～ 7.8, 温度は38℃ 附近にあ

 る。 又これらの菌 の培養には ポリペプトンが必要であ り, その最適濃度は 0、5g/、8 附近にある。

 併し乳酸なしでも菌は増殖す る。 これ らの菌は嫌気的雰囲 気でそれ ぞれの有機イオウ化 合物に作

 用して H2Sを発生す る。

 第4章 嫌気性チオフェン分解菌によるチオフェンからの H2S発生

  嫌気性チオフェン分解菌を嫌気的雰囲気でチオフェンに作用せしめチオフェンからのB。S発生

 について検討し た。 そ の要約は次の通りである。

  pH 72 ～ 7.8, 温度38℃, N2 又はH2 ガス雰囲気の条件で嫌気性チオフェン分解菌はチオフェ

 ンに作用し再現性よくH2Sを発生し, チオフェ ンを添加しない培養液からの H2S発生量に比較し

 てそ の発生量は極めて大きい。 即ち培養液54一チオ7エン 02 m4 の 系 に於ける反応に於て,

 菌を接種してか ら約12時間の誘導期を経て菌量は時間と共に増殖し18時間目に最高菌量に達し以

 後徐々 に減少し ブこ。 一方 H2 Sは12時間目頃から発生し同じく 18時間日 で最高発生貴を示し菌量の

 ヒ。 一クは H2 S発生速度の ビ。 一クとほ 穿一致 する。 一方発生した H2Sの全量は 76 ～83塑g のイオ

 ウ量に相当し又一方その培養液のみから発生した全H2S量は16mg ～ 28mg のイ オウ量に相当す

 る。 その差 60～55ing に相当するH2Sはチオフェンから発生した事は明らか で, O.2mピのチオフ

 ェンに含 まれるイ オウ量約 78 n罵 と比較する とそ の大部分がH2Sとして発生することが明らかで

 ある。 これは、 反応前及び反応後に於けるイオウ収支の検討結果からも確認されだ。 増殖時に於

 ける菌の比活性は菌量が ビ。 一ク に達 する附近で最高とな る。 このH2S発生量は暗碧液に対するチ

 オフェ ン添加量の増量と 共に増大しやがて飽和状態に達す る。 チオフェンの最適濃度は 11認る6
 培養液 附近にあ る。 本反応に於てチオフェ ンか らの 生成物としてH2 S以外のガス状物質は検出さ

 れず, チオフェンの分解から生じた炭素 骨 格 からの 生成物は菌体又は培養液中に残存している

 ものと 考え られ る。

 第5章 嫌気性チオフェン分解菌による水添残渣油, 原油, アスフア'i・ テンからのH2S発生

  嫌気性チオフェン分解菌を又水添残漉油, 原油, アス フ了ルチンの各々に嫌気的に作用せしめ

 るとH2Sが発生する事を見出しこの反応について検討した。

  pH 7.2 ～ 78, 温度38℃, N2 又は H2 ガス の雰囲 気下の条件でチ オフェン分解菌は 水添残渣油,

 原油, アスファルテ ンに含 まれるイオウ化合物に作用し再現よくH2Sを発生する。 一方これ らを

 添加 しないときの培養液か らのH2S発生量は少ない。 この場合も菌の増殖に比例して H2 S発生量

 は増大し菌量の増殖 ピークはH2S発生速度の ピークとほ ず一致す る。

  本反応に於て培養液にFe PO4 を添加した場合, 水添残渣油, 原油, アスファルテ ンからの

 H2S発生量が増大し, 而もH2Sが発生し始める迄の誘導期が短縮する。 この箏からFe PO4 (Fdト+)
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 はイオウ化合物からのH2S発生を促進する役割を果す事が明らかである。 又本反応は新しい培養

 液を添加 して改めて菌を増殖させる事によってく り返 し連続的に行ろことができ る。 従ってこれ

 ら石 油類のイ オウ分をこ の細菌 の作用によ って除去 できる 可能性が確認された。

 第6章 嫌気性チオフェン分解菌及びその抽出物によるチオフェンからのH2S発生反応に関する基礎研究

   ワールブルグ検圧装置を用いて, チオフェン分解菌の分散液 汎 及びその無細胞抽出液 囎 によ
  るチオフェンか らのH2S発生反応を行いこ の菌の 酵素 的性質を検 討した。

   この生菌の 分散液及 ひ無細胞抽 出液は N2 ガス雰 囲気でメチル ビオローゲンの存在 下N a2 S204

  と作用してH2 ガス の発生を触媒しブこ。 即ち反応開始と共に直ちにH2 ガスが発生した。 この生菌の

  及び無細胞抽出物の活性はそれぞれ LI, 1・5μmole /mi n/mg 乾燥重量であった。 即ち, この

  菌はヒ ドログナーゼ作用をもつ。

   次に, この生菌の分散液は H2 ガス又はN2 ガス雰囲気でメチル ビオローゲンの存在下でチオ7

  エンからのH2S発生反応を触媒する。 即ちH2 ガヌ雰囲気下では反応開始後直ちに反応液が青色を

  呈し始めメチル ビオローゲ' ン還元体の生成が認められ る。 反応液が青色を呈すると同時にチオフ

  ェ ンか らH2Sが発生し始める。 一方 N2 ガス雰囲 気下では反応開始後約20～30分を経過してから

  H2Sの発生が認め られ る。 これ らの反応は再現よく行われ H2S を発生する事 を確認した。

   又この菌の無細胞抽 出液はH。 ガス 雰囲 気下メチル ビオロ ーゲンの存在下に於てチオフェ ンから

  のH2S発生を触媒する。 この場合も反応開始後直 ちにメチル ビオロ ーゲ ン還 元体が 生成し てH 謁

  の発生が認め られ る。 従って, この菌にはチオフェンの分解に関与しE2 S発生を触媒する 酵素

  仮称 1『 チオフェン分解酵素 11 の存在が予想される。 N2 ガス 雰囲 気下ではこの反応は沿こらない。

   この無細胞抽出液による反応に於 て, メチル ビオロ ーゲンなしではH2Sは発生しない。 又無細

  胞抽出液 のない状態でメチル ビオローゲ ンはチオフェ ンに作用せずH2Sを発生しな い。 又 ATP

  の添加は本反応に影響を与えない。 従って無細胞抽 出液によるチオフェンからのH2S発生の触媒

  作用は次の2っの過程からなる事で説明出来る。

     ++ヒドロゲ'ナーゼ ト +
H2+2Mv 2Mv+2H

             チオ7エ ン分解 酵素
        十十 十十
 チオフェン+2Mv十2H H2S十2Mv+未確認生成物

  又この生菌の分散液はN2 ガス雰囲気で乳酸の存在下メチレンブル 一の青色を速 やか に褪色せし

 めた。 即ちこの菌は乳酸デヒ ドロゲナーゼ作用をもつことからこの菌には乳酸デヒ ドロ ゲナーゼ

 の存在することが 明らかであ る。

 鱒1 生菌 0・02Mリン酸 buffer (pH 72～ 78 )

 軽2 無細胞抽出液は 0・02Mリン酸 buffer 〔pH 7・2 ～ 7・8 )抽出液

   Mv:メ チル ビオロ 一 ゲン
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 第7章 総括と考察

   石油中の有機イ オウ化合物からの嫌気性菌によるH2S発生については予測されていたが, 今日

  尚, その予測を裏付ける証拠がなかっ丁こ。 著者が単離した嫌気性有機イ オウ分解菌は, チオフェ

  ン等の有機イオウ化合物を嫌 気的に 分解しH2Sを発生する事を明らかにした。 この反 応に関する

  基礎的な実験結果を考察して次の結論を得た。

  (i〕 嫌気性チオフェン分解菌, 嫌気性ポリスルフィ ド分解菌, 嫌気性ジメチルスル7イ ド分解菌,

   嫌 気性n一ブチルメルカ ブタン分解菌の分離培養方法を確立した。

  (21 培養はポリペプトン乳酸を含む培養液に有機イオウ化合物を添加し, pH72～7・8, 温度 38℃,

   凡 又は H。 ガス雰 囲気下で行ろのが最適である。 ポリ ペプトンは必須栄養源であ る。

  (31 上記(11に示したこれらの菌は硫酸癒還元菌1)esu1£ovibriG とは異なり, それと 比較して稍々大

   きく動きのにぶい桿菌である。

  〔4) これらの菌は嫌気的に有機イオウ化合物に作用してH。Sの発生を触媒する。

  (51 嫌気性チオフェン分解菌によるチオフェンからのH2S発生を定量的に検討して確認した。

  (6) 嫌気性チオフェン分解菌は又水添残渣油, 原油, アスファルテンに含まれるイオウ化合物に作

   用しH2S発生を触媒す る。

  〔7) 上記反応に於て 1刊→e PO4 の存在は H2S発生反応を促進する。

  181 嫌気性チオフェン分解菌はヒ ドロゲナーゼ作用を示す。

  (9) 嫌気性チオフェン分解菌は乳酸デヒ ドロ ゲ'ナーゼ作用を示す。

  (101 嫌気性チオフェン分解菌はW叙burg装置に於て栄養源を含まない反応液中でメチルビオローゲ

   ンの存在 下, チオフェ ンか らの H2S発生を触媒する。 本反応はH2ガス雰囲気下で速やかに起り,

   N2ガス雰囲 気 下でむそ い。

  ㈲ 嫌気性チオフェン分解菌の無細胞抽 出液は又ヒ ドロ ゲナーゼ作用を示す。 乳酸デヒ ドロゲナー

   ゼの作用は 未確認である。

  〔1励 又, この菌の無細胞抽出液は又メチルビオローゲンの存在下, チオフェンからのH2S発生を触

   媒する。

  ㈲ 従って嫌 気性チオフェン分解菌に仮称聾チオフェン分解 酵素"の存在が予想される。

  ⑩ この菌の無細胞抽 出液によるチオフェ ンからのH2S 生成機構を考察しヒ ドロ ゲナーゼ, チオフ

   ェン 分解 酵素, 及び電子伝達体が相 互に密接な関係を以て反応に関与する箏を示し に。

                ヒ ドロ ゲナーゼ
          H。十carrier 還元型C訂rier

               チオ フェン 分解 酵素
      還元型 carrier + チオフェン 一一 H2S + c銭rrler 十未確認生成物

  ㈲ 今後, 明らかにすべき主要な問題点として次の諸点をあげる。

   イ. 仮称 『1 チオフェン分解 酵素“の単離。

   ロ. チオフェンの炭素 骨格か らの生成物の確認。
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 論文審査結果の要旨

  栗田学提 出の論文 は嫌 気性細菌による石油中の有機イオウ化合物 から の硫 化水素 発生について検討し

 た もので 7章よ り成 り立 っ。

  第1 章緒言, 第2章実験方法 に続 き, 第3 章で は本実験 に使用した細菌菌株 の分離方法について述べ

 てい る。 チオ フェ ンそ の他の有機イオウ化合物を加えた培地に いろいろな場所 から得た菌を接 種培 養 し,

 硫化水素生成の有無を調べ る。 こうして硫 化水素生成能 の大きい菌株を数種の有機化合物にっき分離し

 た。

  第4章ではこうして得た菌をチオフェ ン等を含む培地に接種 し, 発生する硫化水素を窒素又は水素ガ

 スを通気することにより系外に導き定量することにより, 硫化水素発生 の情況を定量的に検討した。 こ

 うして硫化水素発生に必要な培地組成, 条件を明 らかにすると共に硫化水素の収率 を検討し た。 適当な

 条件 下で は与えたチオフェ ン中のイ オウの 75 %は硫化水素に変化す る。

  第5章で はこれらの菌を原油, 水添残渣油, アスファルテ ン等鉱油 に作用 させて硫化水素 が発生する

 ことを観察した。 pH7.8, 38。, N2 又はH2 通気下, 少量のリン酸鉄を加えると硫化水素がよく発生

 す る。 また培地を交蜘 添加するこ とにより 連続して石油 の脱硫を行う可能性が示された。

  第6章で はこ れらの嫌気性細 菌がチオフェンに働い て脱硫 を行 う反応の 酵素的機構につ いて考察 して

 い る。 この菌はヒ ドロゲナーゼを持ち, この菌の分散液または 無細胞抽出液は水素ガスによりメチルビ

 オローゲンを還元す る。 そし て無細胞抽出液は 水素雰囲気 下, メチル ビオ ローゲンを加えてやればチオ

 フエ ン作用 して硫化水素 を発 生す る。 このこと からメチルビオローケ ンまたはこれに代るべ き電子伝達

 体が"チオフェ ン分解酵素"の 存在 下にチオ フェ ンに作用, 還元して硫 化水 素 を発生する機構が考えら

 れ た。

  第7章では以上の実験結果を総括し, 今後の応用発展の方向 につき考察してい る。

  以上栗田学の論文 は嫌 気的 条件 下で石油中 の有機イオウ 化合 物 を脱硫, 硫化水 素にす る細菌を初めて

 分離し, 脱硫に関する基礎的 条件 と, 脱硫機構の一部を明らかにしたものであ る。 よって審査員らは栗

 田学提出の論文は理学博士の学位論文として 合格と認めた。
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