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第4節 細胞外バイオポリマーの抽出法に関する検討

4-1 細胞外バイオポリマーとは

生物学的廃水処理に関わる微生物フロッ夕、 生物膜、 自己凝集汚泥の形成にお

いて細胞外バイオポリマーは重要な物質の一つである。 細胞外バイオポリマー

は、 "生物細胞を破砕することなしに回収でき、 また、 それがなくとも生物は死

に至らない細胞外の物質"15)、1へと定義され、 付着した微生物細胞間あるいは微生

物細胞と担体・ろ材表面との間を橋かけする物質の総称、である。 さらには、 微生

物表層に見られる繊維構造体(鞭毛、 線毛)17) ，爽膜18)をも含むと考えられる。 その

細胞外バイオポリマーの主成分は多糖19)・タンパク質20)・核酸21)等であると言われ

ている。 このバイオポリマー量を決定するためには、 まず微生物細胞から細胞質

を漏出させたり、 細胞壁を破壊することなしに細胞外バイオポリマーのみを剥離

抽出しなければならない。 その抽出法として、 従来様々な方法が提案・検討され

てきた16)-24)。 これらの抽出方法は、 付着・凝集現象を生物学的に解明するために

提案されたものであり、 いくつかの複雑な抽出段階を必要とし、 また、 長時間を

要する場合が多い。

本節では、 嫌気性完全混合槽内でグルコースにより培養された汚泥を供試汚泥

とし、 細胞外ノてイオポリマーの簡便な抽出方法であるアルカリ抽出・熱水抽出・冷

却抽出・水蒸気抽出の比較検討を行う。 抽出された細胞外バイオポリマ-量の指

標として糖およびタンパク質濃度を比較する。 また、 細胞外ノてイオポリマー抽出

後の微生物細胞の相対的な分散状態、や相対的な細胞数を、 顕微鏡観察により検討

する。

さらに、 細胞外バイオポリマーの抽出法として最も良いと考えられる方法を用

いて、 嫌気性流動床内の付着生物膜中の細胞外ポリマー量について検討する。



第5章 流動床内付着微生物に関する検討 - 119-

4-2 実験装置および方法

4-2-1 供試培養汚泥

下水処理場嫌気性中 表5-9 投入基質組成および装置操作条件
温消化槽 汚 泥を植種[基質組成]

し、 嫌気性完全混合反 C6H12α 10000* 
(NH4)2HP04 700 MgCI2ßH20 810 

応槽(51)内で約50日間培 KCI 750 MgSÜ4・7H20 250 
NH4CI 850 COC12.6H20 18 

養した汚泥を供試汚泥 FeCb.6H20 420 CaCI2・2H20 150 

とした。 MLSS濃度は
NaHCα 4000 K2HP04 4000 

Yeast extract 100 [mg!l] 

約3200mg/1、 MLVSS濃[装置操作条件]

度は約180 0 m g / 1だっ 有効体積[1] 5 
容積負荷 g -c∞/I/d]

たO表5-9に、投入基質 水理学的j留時間[d] 10 

反応槽温度[OC] 35+1 

組成および装置操作条 * : [mg-COD/I] 

件を不す。 グルコース

を唯一の有機源とした基質を用い、 1日1回基質を与えるFill&Draw方式により培

養した。 培養温度はお℃、 水理学的(汚泥)滞留時間は約10日、 容積負荷は約19-

COD/l/dayで、ある。

4-2-2 細胞外ノてイオポリマーの簡易抽出方法

図5-14に示す細胞外バイオポリマーの抽出操作にしたがい、 以下のことを検討

した。 アルカリ抽出および熱水抽出、 冷却抽出、 水蒸気抽出による各抽出液中の

糖およびタンパク質濃度について比較検討を行った。 また、 抽出操作後の微生物

細胞の相対的な分散状態と相対的な細胞数を顕微鏡観察により比較した。 これら

の検討により、 各操作により細胞外バイオポリマーが抽出されることによって細

胞の分散性が向上しているか、 または細胞が破壊され、 細胞数が減少していない
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生理食塩水添加

切日遠3TZセ;�→←リマーっ

星献鏡観察

図5・14 細胞外バイオポリマーの抽出操作

かを検証した。 顕微鏡観察の際は、 ボルテックスミキサーでよく混合した懸濁液

をスライドグラス上に数滴滴下し、 乾燥・固定した塗抹サンプルを準備した。 こ

の塗抹サンプルを、 Huckerのクリスタルバイオレットで1分間染色し、 水洗・乾燥

後、 検鏡したお)。

図5-14に示すように、 反応器から採取した懸濁液5mlを遠心分離(2100Xふ10

分間)し、 上澄を捨て、 汚泥を生理食塩水5mlに再怒濁させた。 この汚泥を用い、

各抽出操作を以下のように行った後、 超遠心分離(10000Xg、 30分間)した上澄を

抽出液とした。

(1)アルカリ抽出法23).約1%WNになるように37%ホルムアルデヒド溶液0.15mlを

添加し、 撹狩後、 室温で約15分間静置する。 lNNaOHを2ml添加し、 所定の時

間(1分あるいは3分、 5分間)氷冷下で超音波分散装置(25W)にかけ、 細胞を分散

させたf炎、 lNHClで中和する。

(2)熱水抽出法23).約0.20/0 WjVになるように37%ホルムアルデヒド溶液0.03mlを添

加し、 沸騰水中で15分間撹枠する。

(3)冷却抽出法23).約0.2%Wハfになるように37%ホルムアルデヒド溶液0.03mlを添
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加し、 撹排した後、 所定の時間(1分あるいは3分、 5分間)氷冷下で超音波分散

装置(25W)にかけ、 細胞を分散させる。

(4)水蒸気抽出法外オートクレーブ1100C中で60分間の抽出を行う。

4・2-3 糖およびタンパク質濃度の測定方法

それぞれの操作による抽出液の糖およびタンパク質濃度を細胞外バイオポリマ

ーの指標として測定した。糖濃度をAnthrone法により、 タンパク質濃度をLowry

法により定量したO また、 それぞれ標準液としてグルコースおよび牛血清アルブ

ミンを用いた。
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4-3 細胞外バイオポリマーの簡易抽出法に関する検討

4-3-1 タンパク質変性剤の比色定量への影響

(1)糖濃度測定

抽出操作において添加するホルムアルデヒドは、 糖濃度分析上の阻害物質であ

る。 そのため、 各抽出液2凶を試験管にとり、 一旦全ての水分を気化させること

により、 ホルムアルデヒドを除去した後、 蒸留水2mlを加えて分析を行うことを

試みた。

標準液(グルコース、 0--50mg/l)を用いて、 上記の操作による定量的な影響を調

べたところ、 操作の有無によらず両者の分析結果は一致した。 したがって、 この

操作により糖濃度分析に影響を与えることなしホルムアルデヒド溶液の阻害を

除去することが可能であると考えた。

(2)タンパク質濃度測定

糖濃度分析と同様に、 ホルムアルデヒドは、 Lowry法によるタンパク質濃度分

析上の阻害物質である。 図5-15に、 標準液(牛血清アルブミン)にホルムアルデヒ

ドを添加・無添加の場合の標準液濃度(0--150mg/l)と吸光度(750nm)の関係を示し

た。 ホルムアルデヒドを添加した場合、 約20%の発色阻害が起こった。

次に、 完全混合槽内の汚泥の加水分解液をサンプルとして用い、 ホルムアルデ

ヒド添加の影響について調べた。 図5-15に示したそれぞれの検量線を用いて、 タ

ンパク質濃度を求めたところ、 両者の濃度に差がないことが確認された。 した

がって、 ホルムアルデヒドを添加した標準液を用いて抽出液中のタンパク質濃度

を測定できるものと考えた。
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写真5-5(a) 細胞外バイオポリマー抽出前の
汚泥の顕微鏡写真
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写真5-5(b) アルカリ抽出後の汚泥の顕微鏡写真

写真5-5(c) 熱水抽出後の汚泥の顕微鏡写真
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写真5-5(d) 冷却抽出後の汚泥の顕微鏡写真

1100μm . 

写真5-5(e) 水蒸気抽出後の汚泥の顕微鏡写真
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4-3-2 微生物細胞の相対的な分散状態および細胞数の比較

写真5-5(a)に細胞外ポリマー抽出前の汚泥の顕微鏡写真を、写真5・5(b)--(e)に各

抽出操作後の汚泥の顕微鏡写真を示す。顕微鏡観察から、冷却抽出(d)では、微生

これは細胞外バイオポリマーが物細胞の分散が相対的に良いことが確認された。

剥離し、その結果、微生物細胞が一様に分散したものと考えられる。 アルカリ抽

出(b)や熱水抽出(c)で、は分散が悪く、抽出前の汚泥(a)より相対的な細胞数も少な

かった。 また、水蒸気抽出(e)で、は相対的な細胞数が非常に少なく、抽出操作によ

り細胞が破壊され、細胞質が漏出している可能性のあることが示唆された。

各抽出液中の糖・タンパク質濃度の比較4-3-3 

図5-16(a)、(b)に各抽出液中の糖(ECP-carbohydrate)およびタンパク質(ECP-Pro-

tein)濃度の比較を示すO また、表5-10に、各抽出操作後の相対的な分散状態およ
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図5-16(b) 各抽出液中のタンパク質濃度の比較

び細胞数、 抽出液中の糖濃度、 タンパク質濃度の結果をまとめた。 熱水抽出およ

びアルカリ抽出、 水蒸気抽出では汚泥の分散状態、が悪いにもかかわらず、 糖・タ

ンパク質濃度が高いことや、 細胞数の減少が見られた水蒸気抽出で値が最も高い

ことから、 これらの方法では細胞内部の糖・タンパク質も抽出されている可能性

のあることが示唆された。 以上のことから、 これら4つの細胞外バイオポリマー

の簡易抽出法のうち、 冷却抽出法が、 細胞質を漏出させることなく細胞外ポリマ

ーを抽出させることが可能な最も良い方法であると思われる。

表5-10 各抽出操作の比較結果

抽出方法
相対的 相対的 ECP-糖濃度 ECP-タンパク質
分散状態. 細胞数 [mg/I] 濃度[mg/I]

(1 )アルカリ ++ ++ 70 150 

(2)熱水 + ++ 80 145 

(3)冷却 +++ +++ 20 130 

(4)水蒸気 ++ + 90 225 

*: +が多いほど、 相対的な分散性が良いことを示す。
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4-3-4冷却抽出法に関する検討

冷却抽出において超音波分散時間を長くするにしたがい、抽出液中の糖・タン

パク質濃度はほぼ一定の値に近づく傾向があった。 そのため、超音波分散時間を

0.5---10分で変化させ、冷却抽出による抽出液中の糖・タンパク質濃度の測定を

行った結果、4---6分でほぼ一定の値が得られることが明らかとなった。

グルコース培養完全混合槽汚泥を数段階に希釈し、それぞれのサンプル次に、

に対して冷却抽出を行った(分散時間は4分)。 図5-17に菌体濃度と冷却抽出液中の

糖・タンパク質濃度の関係を示す。 いずれも両者は直線関係にあり、菌イ本量

したがって、MLSSで(MLSS)当たりの細胞外バイオポリマ-量は一定となった。

ポリマーの抽出は十分に行われることが確3000mg/l以下の菌体濃度範囲内で、は、

認された。

ECP-protein 
ECP-carbohydrate 

• 
• 

ハUnv
 

{一
\
O
E}

o
zw」
刀
、A
工
0
2」
何
O
'
R
C一
φ日
O」
a
，
n比
O
U

80 

60 

40 

20 

4000 2000 3000 

MLSS [mg/I] 

冷却抽出液中の糖およびタンパク質
濃度と菌体濃度との関係

1000 
0 

0 

図5-17



第5章 流動床内付着微生物に関する検討 - 129-

4-4 嫌気性流動床内の付着生物膜中の細胞外バイオポリマー

本章第3節で述べたように、嫌気性流動床内の付着生物膜中には多量の不活性

有機物が存在することが明らかとなった。 一方、生物膜の形成において、細胞外

バイオポリマーが重要な物質の一つであることも指摘されている問、19)判。 今井ら

27)，28)は、同じ嫌気性流動床(担体も同様)で、同じ混合酸基質を用い、HRT=l日(容

積負荷=lg-COD/l/d)で、培養した付着生物膜に対して、冷却抽出法により測定した

細胞外バイオポリマ-量を報告している。 この付着微生物量と細胞外バイオポリ

マー量の関係を用いて、ここでは、不活性有機物分の説明を試みた。

今井らは、 付着微生物量と細胞外バイオポリマ-量の関係をO.06---0.08g

CODEC/g-VSSである、と報告している。彼らは、細胞外ノてイオポリマーとして、

冷却抽出による抽出液中の糖濃度(グルコース当量)とタンパク質濃度を測定して

おり、両濃度をCOD換算して、 その合計値を求めている。 その際、細胞外バイオ

ポリマーの糖濃度のCOD換算係数として1.07(g-COD/g、理論的なグルコースの

COD換算係数)を、タンパク質濃度のCOD換算係数として1.83(g-COD/g、第4章第

2節2-4)を用いている。

この微生物量と細胞外バイオポリマー量の関係(O.08g-CODECp/g-VSS)を用い

て、本論文で得られた流動床内の付着微生物濃度から細胞外バイオポリマー濃度

を推定した。各水理学的滞留時間(HRT)においての付着VSS濃度(表5-8)に占め

る、活性微生物濃度と細胞外バイオポリマ-濃度、バイオポリマ-以外の不活性

有機物濃度の割合を図5-18に示す。 活性微生物濃度は、酢酸利用メタン生成細菌

群、 プロピオン酸あるいはn-酪酸を利用する水素生成酢酸生成細菌群、水素利用

メタン生成細菌群の合計値である。 水素利用メタン生成細菌群については、この

微生物群とそれ以外の3つの微生物群の理論的な比率である22:188より計算し

た。 図5・18から明らかなように、全ての不活性な有機分を細胞外バイオポリマ

量のみで説明することはできなかった。 細胞外バイオポリマーは、不活性有機物

分の11---15%を占めているに過ぎなかった。 この理由として、2つのことが考え

られる。
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第1の理由として、

図
ポリマ一以外の
不活性有機物

細胞外バイオポリマ

図細胞外バイオポリマー
一中の有機分として

-活性微生物
糖とタンパク質しか

評価していないこと

そのが挙げられる。

ほかの細胞外バイオ

20 

ポリマーの主成 分と

して、 核酸21)が報告さ

また、 脂れており 、

HRT [日]
各HRTにおける活性微生物濃度
および不活性有機物濃度

0.25 2 
。

図5-18

質も存在すると考え

しかしな がられる。

ら、 細胞外ノてイオポ

リマー中の核酸と脂

質を考慮したとしても、 約80%の不明な不活性有機分を説明することはできない

であろう。

第2の理由として、 生物膜内での死滅微生物の蓄積が考えられる。 生物膜中に

は、 上記の4つの微生物群のほかに硫酸還元菌群あるいは酵母エキスを分解する

微生物群が存在しているが、 基質組成(表5-9)から考えてこれらの微生物量は非常

に低いと考えられる。 また、 死滅微生物を分解する微生物群の存在も考えられる

ことから、 その一部は分解・無機化されている。 その微生物群の存在量は不明で

あるが、 微生物細胞は高分子有機物であるため、 その分解速度は非常に遅く、 死

滅微生物の大半は生物膜中に蓄積していると考えられる。付着生物膜あるいはグ

ラニュール汚泥を形成している場合は、 活性微生物のみならず不活性な物質も系

この死滅微外に排出されにくいために、 付着微生物を利用した反応器において、

生物の蓄積は非常に重要であると考えられる。特に、 生物膜が厚くなり、 生物膜

内で基質拡散律速となった場合、 その深部に基質が到達せず、 生物膜内部が不活

これらの不活性な有機分を含む微生物量指標性化することが予想される。 また、

を用いた従来の研究において、 基質消費活性を基礎として最大比増殖速度を求め

この値はかなり小さく見積もられている可能性がある。ている場合、
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第5節 処理水質予測モデルにおける活性微生物量設定の

妥当性の検証

5・1 モデル化と前提条件

本節では、 処理水質を予測するモデルを用い、 活性微生物量の重要性を明らか

にする。モデルを構築する際、 以下のことを仮定した。

1)水理学的滞留時間(HRT)は非常に短く、 浮遊状態で嫌気性微生物は増殖

できない。したがって、 浮遊微生物による基質の消費は無視でき、 担体

付着微生物のみにより基質は消費される。

2)実験期間中、 各微生物群の比増殖速度定数は一定である。すなわち、 基

質は特定の優占種により消費されており、 生物相の変化はないと仮定す

る。

3)付着微生物の消失は、 死滅および担体からの剥離により生じる。ただ

し、 死滅および剥離を分離して考えず、 消失項として一括して取り扱

う。 また、 HRTの変動に関係なく、 この比消失速度は常に一定で、 その

消失速度は微生物量に比例する。

4)付着生物膜は薄く、 生物膜内では基質拡散律速とならない。したがっ

て、 生物膜モデルでなく、 完全混合槽モデルを用いることができる。

また、 以下のことを前提条件とした。

1)流入量に比べ循環流量は非常に多く、 流動床内の水質は均質である。

2)酢酸(HAc)利用メタン生成細菌、 プロピオン酸(HPr)あるいはn-酪酸(n

HBu)を利用する水素生成酢酸生成細菌の3つの微生物群について考察を

行う。

3)流動床の気相のガス組成分析から水素はほとんど検出されておらず、 水
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素生成メタン生成細菌群への水素による阻害はない。

4)循環液中の各基質度は低く、 基質阻害のレベルに達していない。

式(32)--式(37)に各基質および各微生物群の物質収支を示す。

舎=[流入] -[流出]ー[消費]+[生成]

_ Soa-Sa 1 μmaSa V 

O Yxa ksa+Sa ih
a 

+ 生(1- Y xp) :-f-μmpS� Xp + 生(1-Y xb) _ _1一μmbSQ__Xb・・・(3 2)
7 

-
'-r ' Y xp Ksp+Sp r 

5 - .. �， Y xb Ksb+Sb V 

笠呈=[増殖] -[剥離]-[死滅]=μmaS� Xa - K(D)ふ- K(A)ふ
Ksa+Sa 
-μ Sa v v . 、= t--" ma � Xa - K(D+A)aXa . . .(33) 

Ksa+Sa 、 ノ

金=[流入] -[流出] -[消費]= �üp-sE. - _l一山内Xp . . .(34) 
。 Yxp Ksp+Sp 

dXn LlmnSn �� .... v = r山ν::γXp - K(D+A)pXp . . .(3
5) 

dt Ksp+Sp 

空Sb= �Ob-SlL_ _l一μmbS� Xb " .(36) 
dt e Y xb Ksb+Sb -

笠.b..=μmbSb Xb - K(D+A)bXb・・.(37)
dt Ksb+Sb 

ただし、 S1:基質濃度(mg-COD/l)、 Xi:微生物濃度(mg-COD/l)、 μmi.最大比増殖速

度O/day)、 ksi:飽和定数(mg-COD/l)、 yb:増殖収率(g-COD/g-COD)、 K(D)i:比死滅速

度O/day)、 K(A)i:比剥離速度O/day)、 K(D+A)i:比消失速度O/day)、 。:HRT(day)、 添字

1:基質の種数HAc;a、田r;p、 n-HBu;b)、 添字0:;流入濃度を示す。

流動床内の各付着微生物群の活性微生物濃度と増殖速度定数を用いて、 これら

の式について数値計算を行い、 微生物濃度と基質濃度を求めた。表5-11に、 数値
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計算に用いた増殖速度定数および初期条件を示す。

表5-11 数値計算に用いた速度定数および初期条件

対象微生物
初期活性 最大比増殖速度 飽和定数Ksi 増殖収率Yxi 比消失速度
微生物濃度・ μmi [1/day] [mg-COD/I] [g・COD/g-COD] 同a+<l)i[1/day]
Xoi [mg-COD/I] 

酢酸
タ
利用

生メ ン 成 540 0.26 20 0.05 0.12 

素
HP
生r

を
成
利

酢
用
酸

す
生

る
成 水 370 0.19 20 0.05 0.05 

H
素
B
生u成

を利
酢
用
酸

す
生

る
成 水 390 0.60 130 0.05 0.04 

t: HRT=O.5日変更時の活性徴生物濃度
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非定常下における処理応答性に対するモデルの適用5-2 

表5・11に示す条件を用いて、 水理学的滞留時間(HRT)が0.5、 0.25日の期間の活

この計算結果と実性微生物濃度の増加、 循環液中の基質濃度の増減を計算した。

まず、 HRT=O.5日開始時の験から得られた結果(図5-4)との比較を図5・19に示す。

HRT=0.25日において推

定された活性微生物濃度と一致するように、 各微生物群の比消失速度K(D+A)iを決

定した(表5-11)。 比消失速度は0.04---0.120jday)と推定され、 流動床の付着微生物

活性微生物濃度を初期値として与えて数値計算を行い、

について、 Furumaiら29)が報告しているK(D+A)=O.090jday)とほぼ一致していたO

HRT =0.5日-ー1旦jHRT =0.25日HRT=0.5日ー___1� HRT =0.25日

b 
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実験から得られた循環液中の基質濃度は、 回分実験から推定された飽和定数Ks

以下であった。 式(32)--式(37)の形から判断して、 低基質濃度の領域では飽和定

数ksの影響により基質消費速度が低下してしまうために、 各基質濃度の計算値は

実測値よりも若干高めに推定されたO

本論文と同様に嫌気性流動床を用いて、 Furumaiら却)は、 負荷を急激に変化させ

る応答実験を行った結果を報告している。彼らは、 HAcとHPr、 n-HBuを混合し

た基質(COD濃度比で2:1:1)を用い、 流動床を基質濃度1000mg-COD/lで、長期間培

養した後、 基質濃度を4000mg-COD/lに急激に上昇させ、 循環液中の各基質濃度

の応答性を調べた。 さらに、 前述のモデルの微生物量指標として活性微生物量あ

るいは総括微生物量指標(VSS)を用いて数値計算を行い、 この実験結果と比較し

ている。 表5-12に、 数値計算に用いた増殖速度定数および初期条件を示す。

まず、 総括微生物濃度指標としてVSSを測定し、 COD換算した後、 理論的な微

生物濃度比(本章2-3)を用いて各微生物群の微生物濃度を決定した。 この各微生物

群のVSS濃度を用いて、 式(38)からVSS濃度基準の最大比増殖速度を決定したO

。。司、d九一

sa

x--
pa
 

m一

V

一一m
 
u・

表5-12 Furumaiらが数値計算に用いた増殖速度定数
および初期条件

宇刀期 最大上tJtI殖速度 飽和定数ぬ 増殖収率Y圃 比消失速度
対象微生物 微生物温度・ μ".; [1/day] [rr羽・CODパ] [g-COD/g・COD] K(.-)I [1/day) 

xa伊、9・CODI1]

3吾
酢酸利用 530 0.26 20 0.05 0.09 

+金
メタン生成

微
HPrを利用する水 0.09 生 150 0.19 20 0.05 

物
素生成酢酸生成

0.09 ，Jl 
HBυを利用する水 0.05 度 190 0.60 90 
素生成酢酸生成

総 酢酸矛U司 5100 0.11 20 0.20 0.01 
才舌 メタン生成
微
生 HPrを利用する水 1470 0.08 20 0.20 0.01 
物( 素生成酢齢生成
量V

t'Ø S HBuを利用する水 1470 0.30 90 0.20 0.01 
標S 素生成酢酸生成

-・基質)J阪支を4α)()mg心OOl1tこ変更した際の微生物浪度
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ただし、 μm:VSS濃度基準の最大比増殖速度O/day)、V :流動床本体回分実験か

ら得られる最大基質消費速度(g-COD/l/day)、YE:増殖収率(g-COD/g-COD)、VSS:

実測したVSS濃度(g-COD/l)、添字i:基質の種類(HAc;a、HPr;p、n-HBu;b)を示す。

次に、本章子3と同様に、本研究で得られた活性微生物濃度基準の最大比増殖

速度を用いて、各微生物群の活性微生物濃度を式(39)から決定したO

- VsiYxi XQi一 一 X!_ • • .(39) 
ト札口11

ただし、Xo:r舌性微生物濃度(g-COD/l)、vs:流動床本体回分実験から得られる最

大基質消費速度(g-COD/l/day)、 μm'活性微生物濃度基準の最大比増殖速度(1/

day)、YJ自殖収率(g-COD/g-COD)、添字1:基質の種類(HAc;a、HPr;p、n-HBu;b)を

示す。

すなわち、総括微生物量指標の場合は、実測のVSS濃度を用いて、式(38)から

最大比増殖速度を決定しており、従来より行われてきた方法である。 一方、活性

微生物濃度の場合は、回分実験での基質消費活性を基にして得られた最大比増殖

速度から、逆に微生物濃度を決定している。

VSS濃度あるいは活性微生物濃度を基準とした増殖速度定数を用いて数値計算

を行った結果を図5-20に示す。 図5-20の0時間において、基質濃度を1000mg

COD/lから4000mg-COD/lに上昇させたo VSS濃度を用いた場合、 ピーク後の基質

の消費傾向を表わすことができない。 これは、初期微生物濃度を高く見積もり過

ぎており、結果として最大比増殖速度を小さく見積もってしまうためである。 そ

のため、初期微生物量に対して増殖微生物量が小さく、増殖に伴う基質消費速度

の増加が軽減されてしまい、 ピーク後の基質の消費傾向を表わすことができな

い。 また、この数値計算では、各微生物群の増殖収率として0.05(g-COD/g-COD)

ではなく、0.2を用いている。 増殖収率として0.05を用いた場合、 ピーク後の基質

濃度はほとんど低下せず、全く実験結果と一致しなかった。嫌気性微生物につい

て報告されている非常に高い増殖収率である0.2を与えたとしても却)、総括的微生
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r ・ 実測値
HAq --0-計算値(VSSベース)

r ... 実測値
HPr1，→一計算値(VSSベース)
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図5-20

物量指標であるvss濃度を用いる限り、 基質濃度の増減傾向を表わすことができ

なかった。

ピークの位置一方、 活性微生物濃度を基準とした増殖速度定数を用いた場合、

に若干の違いはあるものの、 vss濃度を用いた場合に比べ、 基質濃度の増減傾向

を非常に良く表現できている。 活性微生物濃度は動力学的に決定される濃度であ

り、 不活性物質を含まない濃度であるため、 活性微生物濃度はvss濃度よりもか

なり低く、 初期微生物量に対して増殖量が無視できない。 そのため、 各微生物群

の増殖に伴い基質消費速度が急激に増加し、 基質濃度の増減傾向を非常に良く表

ここに示したような非定常条件下での水質予測モデルにしたがって、現できる。

おいての微生物量指標として、 活性微生物量が有効であることが明らかとなっ

た。特に、 不活性物質が流出しにくく、 それが反応器内に多量に蓄積することが
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予想、される付着生物膜反応器において、 処理水質の予測を行う際、 微生物量指標

として活性微生物量が有効である。 また、 消費基質の種類に着目してグループ化

することにより、 従来総括的な指標で扱われてきた微生物量を各基質消費微生物

群ごとに動力学的に評価する方法を提示し、 さらに、 水質予測モデルにおいての

その重要性を明らかにした。
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第6節 総括

本章では、 反応槽内微生物の高濃度化の手段の一つである嫌気性流動床を用い

て、 連続運転実験からその処理特性を、 回分実験から流動床内の付着微生物の増

殖速度定数および活性微生物量を明らかにした。 また、 生物膜中に蓄積する不活

性有機物質の一部を担っている細胞外バイオポリマーの抽出方法について検討

し、 最適な抽出方法を用いて測定された、 流動床内の付着生物膜中の細胞外バイ

オポリマ-量について検討した。 さらに、 処理水質を予測するモデルを構築し、

活性微生物濃度およびvss濃度を用いて数値計算を行い、 非定常下で得られる基

質濃度の応答データとの比較を行った。本章で得られた結果を列記すると以下の

ようである。

A)嫌気性流動床の処理特性および流動床内付着微生物の基質分解活性

1)嫌気性流動床はHRT=O.25日、 容積負荷4g-COD/l/d程度で、も十分良好な処理が可

能である。負荷の段階的な増加に対しても、 安定した処理が可能であった。

2)動力学的手法により流動床内付着生物膜中の活性微生物量を推定し、 従来の総

括的微生物量との比較を行ったところ、 活性微生物量はvss濃度の1割程度であ

り、 生物膜中にはかなりの不活性有機物質が蓄積していることが示唆された0

3)走査型電子顕微鏡による観察から、 Methanothrix属と思われる微生物が認めら

れ、 微生物以外の物質も確認された。特に、 HRT=O.25日の条件下では、 しっか

りとした生物膜が形成されていたが、 その表面はポリマ一様の物質で覆われて

おり、 その内部に連鎖状に連なった長梓菌が多数存在していたO

B)細胞外バイオポリマーの抽出法に関する検討

1)糖およびタンパク質濃度分析に対するタンパク質変成剤の阻害の影響を避ける

ために、 糖濃度分析については水分を気化することにより、 また、 タンパク質

濃度分析についてはタンパク質変成剤を添加した標準液を用いることにより、

それぞれの濃度を定量可能である。
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2)各抽出液中の糖・タンパク質濃度の測定より、 汚泥の分散性が悪いにもかかわ

らず熱水抽出・アルカリ抽出・水蒸気抽出ではこれらの濃度が高いことが確認さ

れ、 微生物細胞の破壊による細胞質の漏出の可能性が示唆された。

3)冷却抽出では、 微生物細胞の分散が良い事が確認された。 これは細胞外バイオ

ポリマーが剥離抽出され、 その結果、 微生物細胞が一様に分散したものと考え

られる。 したがって、 冷却抽出法が、 細胞質を漏出させることなく細胞外ポリ

マーを抽出可能な最も良い方法であると判断された。 また、 分散時間は4---6分

でほぼ一定の細胞外ポリマー濃度が得られることと、 MLSSで3000mg/l以下の

菌体濃度範囲内ではポリマーの抽出は十分に行われることも確認された。

4)嫌気性流動床内に形成される生物膜中の細胞外ノてイオポリマー量は不活性有機

物質の1割程度であり、 バイオポリマーのみでは全ての不活性物質を説明するこ

とはできなかった。 このことは、 生物膜を形成しているために、 多量の死滅し

た微生物が生物膜内に蓄積していることを示唆していた。

C)処理水質予測モデルによる活性微生物量設定の妥当性の検証

1)剥離・死滅による付着活性微生物の消失速度は0.04---0.12(1/day)で、あると推定さ

れたO

2)微生物濃度としてVSSを用いた場合、 処理水質予測モデルにより負荷の急激な

増加後の基質濃度の増減傾向を表現できなかったO 一方、 活性微生物濃度を用

いた場合、 基質濃度のピークに若干の違いはあるものの、 ピーク後の基質濃度

の低下傾向を非常に良く表現することが可能であったO

以上のように、 動力学的推定手法および走査型電子顕微鏡観察から、 付着生物

膜中には多量の不活性有機物質が存在していることが明らかとなり、 したがっ

て、 総括的微生物量指標を用いて最大比増殖速度を計算した場合、 その値は非常

に小さく見積もられることが予想される。実際に、 非定常下での基質濃度の増減

傾向をVSS濃度では表現できなかったが、 活性微生物濃度を用いた場合、 非常に

良く表現可能であった。
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本論文において、 従来の総括的微生物濃度指標であるvssやタンパク質濃度に

代わる新しい指標として、H活性微生物濃度"という概念を提示し、 嫌気性浮遊微

生物および嫌気性付着微生物を供試微生物とし、 その評価手法および実験手法を

実験的に検証した。この活性微生物濃度を用いてバイオマス中の各微生物群や不

活性物質の存在割合、 さらに、 水質予測のモデルを通して、 新たな微生物濃度指

標としての活性微生物濃度の有効性について、 本論文は取りまとめたものであ

る。その概略は以下のようである。

従来の総括的微生物濃度指標であるss.vss.タンパク質濃度に代わる活性微生

物濃度を推定するための基礎式およびその適用条件を示した。この活性微生物濃

度推定はその利用基質に着目し、 その種類にしたがってそれぞれの微生物量を動

力学的に推定するものである。この活性微生物濃度を推定するためにバイアル回

分実験を行う必要があり、 この実験手法の有効性についても明らかにした。活性

微生物濃度の評価手法の妥当性を明らかにするために、 酢酸あるいはプロピオン

酸を基質とした集積培養浮遊微生物を用いてバイアル回分実験を行った。この回

分実験から得られた基質消費データあるいはメタン生成データを使い、 活性微生

物濃度を推定し、 この微生物濃度を基準とした増殖速度定数を求めt::.o推定され

た増殖速度定数は、 純粋培養菌について報告されている値と大きな違いはなく、

この手法の妥当性が明らかとなった。また、 総括的微生物濃度指標と活性微生物

濃度との比較を行ったところ、 活性微生物濃度はバイオマスの3----6割り程度を占

めているに過ぎず、 不活性有機物質の存在が示唆された。同様に、 嫌気性流動床

内の付着微生物に対しでもこの評価手法を適用した。まず、 嫌気性流動床を用い

た連続運転実験からその処理特性を、 回分実験から流動床内の付着微生物の増殖

速度定数および活性微生物濃度を明らかにした。付着生物膜中には多量の不活性

有機物質の蓄積が認められ、 その不活性有機物質の説明を試みるために、 生物膜

中の細胞外バイオポリマーの抽出方法について検討し、 流動床内の付着生物膜中
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の細胞外バイオポリマ-量について検討した。 活性微生物と細胞外バイオポリマ

ーのみでは全てのバイオマスを説明できず、 付着生物膜を形成している場合、多

量の死滅微生物が反応槽内に蓄積している、 と結論づけられた。 さらに、 処理水

質を予測するモデルを構築し、 活性微生物濃度およびvss濃度を用いて数値計算

を行い、 非定常下で得られる基質濃度の応答データとの比較を行ったところ、 非

定常下での基質濃度の増減傾向をvss濃度では表現できなかったが、 活性微生物

濃度を用いた場合、 非常に良く表現可能であった。

本論文で得られた主要な結果は次の通りである。

第1章では、 従来の微生物量指標の問題点、 嫌気'性廃水処理プロセスの問題点・

研究課題、 反応、槽の 性能や処理特性の解明を行う上での嫌気性微生物の動力学的

検討の必要性、 さらに、 本論文で取り上げる活性微生物濃度という概念の重要性

について述べた。

第2章では、 嫌気性廃水処理の歴史的変遷と嫌気性廃水処理に関する既往の研

究について、 文献により検討した。

第3章では、 従来の総括的微生物量指標に代わる活性微生物量を推定するため

の基礎式およびその適用条件を示した。 本章で得られた主要な成果を列記する

と、 以下のようである。

1)回分実験から得られる任意の反応時間と基質濃度あるいは代謝産物濃度を与え

ることにより、 Monod式を基礎とした活性微生物量推定式から活性微生物量を評

価できる。 2)その際、 初期基質濃度が飽和定数よりも十分に大きいとし、 ま

た、 実験条件として、 初期微生物濃度を微生物増殖に比べ十分に低く設定する必

要がある。 3)この評価法により推定される活性微生物量は、 利用基質に着目し

たものであり、 利用基質ごとの微生物量である。 しかも、 従来のように不活性物

質を含み、 さらにあらゆる微生物群種をも含んだ指標ではない。 4)活性微生物

量と同時に、 活性微生物量を基礎とした最大比増殖速度も推定可能である。

第4章では、 活性微生物量推定のために行うバイアル回分実験手法について検

討した後、 酢酸あるいはプロピオン酸を基質とした集積培養微生物を用いてパイ

アル回分実験を行った。 この実験から得られた基質消費データあるいはメタン生

成データを使い、 活性微生物濃度を推定し、 この活性微生物濃度を基準とした最
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大比増殖速度を求めた。 本章で得られた結果を列記すると次のようである。

A)パイアル回分実験手法に関する検討

1)還元剤である硫化ナトリウムとシステインの添加・無添加により、微生物活性

に違いが認められ、また、有機系の還元剤であるシステインを用いると、その分

解によりメタン転換率は1.0を超える。 2)微生物が空気に触れないように全ての

操作にシリンジを用い、また、希釈水としてバイアル中で遠心分離した懸、濁液の

上澄水を用いることにり、還元剤を添加しなくても簡単に実装置内と同じ嫌気的

環境の設定が可能となる。 3)本パイアル実験手法はメタン生成活性の測定手法

として有効で、かつ簡便な方法であり、その再現性も高い。 4)正確な生成メタ

ンガス量を評価するには、サンプリングによる気相体積の増減や溶存メタン量を

考慮する必要がある。 これにより、COD収支からメタン生成細菌の増殖収率係数

を推定することが可能である。

B)酢酸を基質とした集積培養微生物中の活性微生物量の推定

1)集積培養された酢酸利用メタン生成細菌を用いて、微生物量推定手法の妥当性

を検討したところ、希釈段階に応じた微生物濃度推定値が得られた。 また、同時

に推定される最大比増殖速度も純粋培養菌で報告された値と良く一致していたO

2)基質濃度変化だけでなく、生産物であるメタン蓄積量変化データからも活性

微生物量の推定が可能であることが確認された。 また、メタン生成細菌だけでは

なく、対象とする微生物群の電 子供与体や受容体または生産物が共存する微生物

群に対して特異的であり、その増殖収率さえ与えられれば、この手法は適用可能

である。 3)微生物量指標のlつであるタンパク質濃度と推定された活性微生物

濃度の比較から、完全混合槽内の集積培養浮遊微生物中にも不活性固形有機物が

存在していることが示唆された。

C)プロピオン酸を基質とした集積培養微生物中の活性微生物量の推定

1)酢酸利用メタン生成菌群とプロピオン酸を利用する水素生成メタン生成細菌群

の共存している系においも、プロピオン酸あるいは酢酸を単一基質として用いた

バイアル回分実験を行うことにより、それぞれの微生物群の活性微生物量および

最大比増殖速度を推定可能である。 2)それぞれの微生物群の活性微生物量およ

び最大比増殖速度を用いて数値計算を行ったところ、プロピオン酸分解に伴って

生成される酢酸の蓄積と、酢酸利用メタン生成細菌による酢酸の消費傾向を表現
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することが可能であった。 したがって、 混合培養系の微生物処理予測モデルにお

ける微生物量指標として、 ここで定義される"活性微生物量"が有効である。 3)

従来から用いられてきた総括微生物量指標と推定された活性微生物濃度の比較か

ら、 完全混合槽内のプロピオン酸集積培養液中にも不活性有機物分が存在してい

ることが示唆された。

第5章では、 嫌気性流動床を用いて連続運転実験からその処理特性を、 回分実

験から流動床内の付着微生物の増殖速度定数および活性微生物量を明らかにし

た。 また、 生物膜の形成において重要な物質の一つであり、 且つ、 不活性有機物

の一部を担っていると考えられる細胞外ノてイオポリマーの抽出方法について検討

した。 その最適な抽出方法を用いて測定された、 流動床内の付着生物膜中の細胞

外バイオポリマー量について検討した。 さらに、 処理水質を予測するモデルを用

い、 活性微生物濃度およびvss濃度を用いて数値計算を行った上で、 非定常下で

得られる基質濃度の応答データとの比較を行った。 本章で得られた結果を列記す

ると次のようである。

A)嫌気性流動床の処理特性および流動床内付着微生物の基質分解活性

1)嫌気性流動床は水理学的滞留時間0.25日、 容積負荷4g-COD/l/d程度でも十分良

好な処理が可能であり、 負荷の段階的な増加に対しても、 安定した処理が可能で

あった。 2)流動床内付着生物膜中の活性微生物量を推定し、 従来の総括的微生

物量との比較を行ったところ、 活性微生物量はvss濃度の1割程度であり、 生物

膜中にはかなりの不活性有機物質が蓄積していることが示唆された。 3)このこ

とは、 走査型電子顕微鏡によって微生物以外の物質が観察されたことからも、 確

認された。 特に、 水理学的滞留時間0.25日の条件下では、 生物膜の表面はポリマ

一様の物質で覆われており、 その内部に連鎖状に連なった長梓菌が多数存在して

いた。

B)細胞外バイオポリマーの抽出方法に関する検討

1)糖およびタンパク質濃度分析に対するタンパク質変成剤の阻害の影響を避ける

ために、 糖濃度分析については水分を気化することにより、 また、 タンパク質濃

度分析についてはタンパク質変成剤を添加した標準液を用いることにより、 それ

ぞれの濃度を定量可能である。 2)各抽出液中の糖・タンパク質濃度の測定結果

より、 汚泥の分散性が悪いにもかかわらず、 熱水抽出・アルカリ抽出・水蒸気抽出
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ではこれらの濃度が高いことが確認され、 微生物細胞の破壊による細胞質の漏出

の可能性が示唆された。 3)抽出後の微生物細胞の分散性や相対的な細胞数、 さ

らに糖・タンパク質濃度の比較から、 冷却抽出法が、 細胞質を漏出させることな

く細胞外ポリマーを抽出可能な最も良い方法であると判断された。 その際の分散

時間は4---6分でほぼ一定の細胞外ポリマー濃度が得られることと、 MLSSで

3000mg/l以下の菌体濃度範囲内で、はポリマーの抽出は十分に行われることも確認

された。 4)嫌気性流動床内に形成される生物膜中の細胞外バイオポリマー量は

不活性有機物質の1割程度であり、 バイオポリマーのみでは全ての不活性物質を

説明することはできなかった。 このことは、多量の死滅微生物が生物膜内に蓄積

していることを示唆している。

C)処理水質予測モデルによる活性微生物量設定の妥当性の検証

1)剥離・死滅による付着活性微生物の消失速度は0.04---0.120/day)で、あると推定さ

れた。 2)微生物濃度としてVSSを用いた場合、 負荷の急激な増加後の基質濃度

の増減傾向を、 処理水質予測モデルにより表現できなかった。 一方、 活性微生物

濃度を用いた場合、 基質濃度のピークに若干の違いはあるものの、 ピーク後の基

質濃度の低下傾向を非常に良く表現することが可能であったO このことは、 非定

常下での、 混合培養系の水質予測モデルにおける微生物量指標として、 ここで定

義される活性微生物量が有効であることを示している。

以上で、 本論文の結論とする。
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:比死滅速度の)

K(A) 比剥離速度

の+A) :比消失速度

Ki :阻害定数

民 :飽和定数

P :生産物濃度
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記号説明

:希釈液による希釈率、 あるいは、 反復回分実験における2回目の

基質添加による希釈率

S :基質濃度

:反応時間

V :最大基質消費速度(=μmXrfY)

X :微生物濃度

YP :生産物収率(=0.35(1-Yx))

yx :増殖収率

μ :比増殖速度

μm .最大比増殖速度

:比基質消費速度

添字o :初期濃度あるいは流入濃度

添字1 :反復回分実験におけるl回目の基質添加

添字2 :反復回分実験における2回目の基質添加

添字a .酢酸、 あるいは、 付着物

添字b :酪酸

添字f :反復回分実験における1回目の基質消費終了時

添字h :水素



記号説明

添字p

添字z

COD 

ECP 

HAc 

HBu 

HPr 

HRT 

:プロピオン酸

:ゼオライト

:化学的酸素要求量(Chemical Oxygen Demand、 本論文では、

理論的に、 ある物質を全て酸化するために必要な酸素量を

意味する)

:系目胞外バイオポリマ-(Ex甘acellular Bioplymers) 

:酢酸(Acetic Acid) 

:プロピオン酸(Propionic Acid) 

:酪酸(Bu tyric Acid) 

:水理学的滞留時間(Hydraulic Retention Time) 

MLSS、 SS :浮遊物質(Mixed Liquor Suspended Solids) 

恥1LVSS、 VSS :有機性浮遊物質(Mixed Liquor Volatile Suspended Solids) 

VFA :揮発性脂肪酸(Volatile Fatty Acid) 
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