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に お よ ぼ す 温 度 の 影 響

The effect of temperature on granulation and microbial interaction 

of anaerobes in thermophilic UASB reactors.
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ABSTRACT; Two identical scale of UASB reactors set at two different temperatures, i.e., at 55•Ž 

(Run 1) and at 65•Ž (Run 2), were used to investigate the effect of temperature on granulation 

and interaction of thermophilic anaerobes. When acetate was used a feed substrate to the re-

actors no granulation occurred in both experimental runs. Microscopic observation revealed that 

the predominant methanogen was ilethanothrix in Run 1 while kethanob8cterius existed to signifi-

cant extent in Run 2. The acetate-utilizing methanogenic activities of these sludges increased 

with increasing temperature in the range from 55•Ž to 65•Ž. Because of the high hydrogen-

utilizing methanogenic activities of these acetate-grown sludges, it could be considered that 

the syntrophic association of acetate-oxidizing bacteria with hydrogenotrophic methanogens plays 

an important role for acetate-cleavage in thermophilic anaerobic sludge. Subsequently, the feed 

substrate was changed to the mixture of acetate and sucrose for the second experiment. Granules 

coated with filamentous bacteria and cocci-type bacteria were obtained in Run 1 and Run 2, 

respectively. Since the acetate-utilizing methanogenic activities of these granules were 4 to 

5 times higher than those of the sludges cultivated on acetate only, these "coating bacteria" 

appeared to hold acetate consumers within the granules. 
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1.は じめ に

一 般 に あ る 種 の 工 場 で は 、 そ の 製 造 工 程 に お い て80～90℃ の 高 温 廃 水 を 排 出 す る 工 程 が あ る 。通 常 こ の よ

うな 高 温 廃 水 は 、水 量 は少 な い が 非 常 に高 濃 度 で 排 出 され る た め 、総 合 廃 水 の 全 汚 濁 負 荷 に 対 す る高 温 廃 水

の 負 荷 の 割 合 は 、4～9割 と顕 著 に 大 き い3)4)。 通 常 高 温 廃 水 は 、 別 工 程 で 排 出 さ れ る比 較 的 希 薄 な 廃 水 と混

合 さ れ 、 好 気 性 活 性 汚 泥 法 な ど に よ り処 理 さ れ るが 、 そ の 場 合 莫 大 な設 置 面 積 と 、 曝 気 に か か る 電 力 費 等 多

大 な ラ ン ニ ン グ コ ス トが必 要 と な る 。 そ こで 、 高 温 廃 水 を 他 の 廃 水 と分 別 して 、小 規 模 な装 置 で 効 率 良 く処

理 す る こ と が 可 能 で あ れ ば 、後 段 の 好 気 性 処 理 シ ス テ ム に対 す る汚 濁負 荷 が 減 り、 処 理 プ ロ セ ス全 体 の 規 模

の 縮 小 、お よ び ラ ン ニ ン グ コ ス トの 低 減 が 期 待 で き る4)。 この よ うな高 温 高 濃 度 廃 水 を効 率 的 に 処 理 す る に

は 、現 在 の と こ ろ 高 温 嫌 気 性 廃 水 処 理 方 法 の 導 入 が 最 も望 ま しい と考 え られ る 。 高 温 嫌 気 性 処 理 法 は廃 水 の

持 つ 温 度 を 有 効 に利 用 して 処 理 槽 の 温 度 を50～60℃ に 保 つ こ と に よ り 、高 温 嫌 気 性 細 菌 を 集 積 させ る方 法 で

あ り 、 一 般 に 高 温 性 の細 菌 は 中 温 性 の 細 菌 よ り も活 性 が 高 い こ と か ら 、高 温 処 理 は中 温 処 理 の 数 倍 の処 理 効

率 が 期 待 で き る 。
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近 年UASB(Upflow Anaerobic Sludge Blanket)法 は 、 欧 米 諸 国 の み な らず 、わ が 国 に お い て も広 く普

及 を重 ね て い る1)2)。 しか しな が ら 、 そ の 多 く は中 温 域(30～40℃)の 廃 水 処 理 に対 す る もの で あ り 、高 温

嫌 気 性 処 理 に適 用 され た実 用 例 は な い 。 そ の 最 大 の原 因 は 、UASB法 を 良 好 に 運 転 す る た め の 最 大 の 要 因

で あ る グ ラ ニ ュー ル の 形 成 が 、高 温 処 理 で は 中 温 処 理 に比 較 して 困 難 で あ る た め で あ る 。 例 え ば 遠 藤5)は 、

有 機 酸 合 成 廃 水 を 用 い た2器 のUASBリ ア ク タ ー に よ る 、 高 温(55℃)お よ び 中 温(33℃)処 理 の 比 較 実

験 を 行 った と こ ろ 、 中 温 処 理 で は42kgCOD・m-3・d-1の 負 荷 を 許 容 した が 、 高 温 処 理 の場 合 は12kgCOD・m-3・d-1

と 、 中 温 処 理 よ り も低 い性 能 しか 得 られ な か った と 報 告 して い る 。 また 、Kennedy and van den Berg6)、

Good et al7)等 の 嫌 気 性 固 定 床 に お け る比 較 実 験 に お い て も 、高 温 処 理 の 優 位 性 は見 られ な か つ た 。 こ れ ら

の 研 究 に共 通 す る点 は 、 い ず れ も優 先 メ タ ン菌 種 がMethenosarcinaで あ った こ とで あ る 。UASB法 に よ る

グ ラ ニ ュ レー シ ョ ンに お い て は 、Methanosercinaが 優 先 した 場 合 、 沈 降 性 の 良 い グ ラニ ュ ー ル の 形 成 は望 め

ず5)、 ま たMethanosercinaは 、担 体 に 付 着 す る能 力 を 欠 い て い る と い う報 告10)も 有 り 、基 本 的 に 嫌 気 性 処 理

に お け る グ ラ ニ ュ レー シ ョ ン 、 お よ び 生 物 膜 形 成 に はMethanossrcinaよ り もMethanothrixの 集 積 が 必 須 で あ

る 。 しか し な が ら 、 上 に あ げ た既 存 の 高 温 嫌 気 性 処 理 の結 果 を総 合 して考 え る と 、 高 温 メ タ ン発 酵 系 で は

Methenosarcinaの ほ う が 優 先 しや す い よ うで あ り、 必 ず し も高 温 嫌 気 性 処 理 の ポ テ ン シ ャル を満 た す よ う な

結 果 は得 ら れ て い な い 。

一 方WiegantanddeMan11)はMethanothrixの ほ うがMethanosarcinaよ り も基 質(酢 酸)に 対 す る親 和 性 に

お い て 優 れ て い る点 に着 目 し、 流 出 水 中 の酢 酸 濃 度 が0.2kgCOD・m-3以 下 に な っ た 時 点 に お い て 負 荷 を上 昇 さ

せ る こ と に よ りMethanothrixを 選 択 的 に増 殖 さ せ 、 沈 降 性 の 良 い 高 温 グ ラ ニ ュ ー ル の形 成 に成 功 した 。 こ の

よ う に 、高 温UASB反 応 器 内 で の グ ラ ニ ュ レー シ ョ ンの 機 構 を 把 握 し 、制 御 す るた め に は 、 よ り詳 細 に高

温 メ タ ン発 酵 系 の 生 態 、 と くに 酢 酸 資 化 性 メ タ ン菌 に 関 す る情 報 の 入 手 が 不 可 欠 で あ る 。

Table1に 現 在 まで に 知 られ て い る高 温 酢 酸 資 化 性 メ タ ン菌 の 最 適 温 度 に つ い て ま と め た と こ ろ 、高 温 性 の

Methanosarclnaの 最 適 温 度 は50～58℃ の 範 囲 に あ り、 一 方 高 温 性 のMethanothrlxの 最 適 温 度 は55～65℃ と若

干 高 い こ とが 判 明 した 。 ま た 、高 温 性 のMethanosercinaの 多 く は65℃ 付 近 で は 、 ほ とん ど そ の 活 性 を 失 うの

に 対 し てMethanothrixは 充 分 そ の 活 性 を 維 持 で き る12)。 従 つて 、本 研 究 で は以 上 の よ う な知 見 を踏 ま え 、U

ASB反 応 器 の 培 養 温 度 が 、 高 温 酢 酸 資 化 性 メ タ ン菌 の 生 態 に お よ ぼ す 影 響 に つ い て検 討 す る た め に 、2本

のUASB反 応 器 を そ れ ぞ れ55℃ と65℃ に設 定 し、 酢 酸 を単 一 基 質 と した 比 較 実 験 を行 っ た 。 ま た ・ 高 温 メ

タ ン発 酵 系 で 特 有 で あ る と思 わ れ る酢 酸 酸 化 菌 と水 素 資 化 性 メ タ ン菌 の共 生 関 係13)、 お よ び 高 温 酸 生 成 菌

の グ ラ ニ ュ レー シ ョ ンに 対 す る 役 割 等 も合 わ せ て 検 討 した 。

Table1 Optimum temperature of ther皿ophilic acetate-utilizing methanogens.
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2.実 験装置および実験方法

2.1実 験 装 置

実 験 に はFig.1に 示 すUASB反 応 器 を2台 使

用 した 。 反 応 部 は 高 さ100cm、 内 径8cm、 有 効 容 量

5.5lの ア ク リル 樹 脂 製 カ ラ ム を 用 い た 。 カ ラ ム

の 周 りに は ウ ォー タ ー ・ ジ ャ ッ ケ トを 装 備 させ 、

高 温 水 を 常 時 循 環 さ せ る こ とに よ り、 内 部 の 温 度

を そ れ ぞ れ55℃(Run1)と65℃(Run2)に 設 定

し た 。 反 応 器 内 の 温 度 は 、温 度 セ ンサ ー に よ り常

に監 視 で き る構 造 と した 。 ガ ス ・固 ・液 分 離 を 効

率 良 く行 う た め に 、 反 応 器 頂 部 に は ガ ス ・ソ リ ッ

ド ・セ パ レー ター(GSS)を 、 カ ラム 上 部 に は

多 孔 板 コー ン(開 孔 率16%)を 設 置 した 。生 成

した ガ ス は 、 リン酸 でpH3以 下 に 酸 性 化 した ウ

ォ ー タ ー ・シー ル を 通 し、 ガ ス量 が2l/day以 下

ま で は水 上 置 換 法 で 、2l/day以 上 か ら は湿 式 ガ

ス メー タ ー で 定 量 した 。

Fig. 1 Experimental apparatus.

Table 2 Chemical composition of the influent.

2.1培 養 基 質

実 験 に使 用 した 基 質 をTable2に 示 す 。無 機 塩

及 び栄 養 塩 の 組 成 はWiegant and de Man11)に

従 っ た 。 実 験 は酢 酸 を 供 給 した 期 間(Phase1)と 、

酢 酸 と シ ョ糖 の混 合 基 質 を 供 給 した 期 間(Phase2)

と に分 け られ る 。 酢 酸 供 給 期 間 に お い て は3000mg

COD・l-1の 酢 酸 をNaOHで 中 和 して 用 い た 。 酢 酸 と

ショ 糖 の混 合 基 質 はCOD比 で 両 者 を8:2の 割 合 で

混 合 し 、最 終 濃 度 が3000mgCOD・l-1に な るよ うに

調 整 し た 。 さ らに 酵 母 エ キ スを150mg・l-1加 え る こ とに よ り、 流 入 基 質 濃 度 をTOCで 約1250g・l-1と した 。

負 荷 の 上 昇 は 、基 本 的 に基 質 の 流 入 量 を調 整 して 行 った が 、Run1の 酢 酸 ・シ ョ糖 混 合 基 質 を 供 給 した 期 間 の

後 半 で は 、 基 質 濃 度 を2～3倍 に濃 縮 す る こ と に よ り調 整 した 。

2.2植 種 汚 泥

各 反 応 器 の 植 種 汚 泥 に は 中 温 下 水 消 化 汚 泥 を 用 い た 。 植 種 汚 泥 の濃 度 は57.7gMLSS・l-1、23.8gMLVSS・

l-1で あ り 、各 反 応 器 あ た り5lず つ 加 え た 。 ま た 酢 酸 を 供 給 した 場 合 の 比 メ タ ン生 成 活 性 は 、35℃ で0.08

kgCH4-COD・kgVSS・d-1、55℃ で は0.004kgCH4-COD・kgVSS・d-1で あ った 。

2,3比 メ タ ン生 成 活 性 試 験(バ イ ア ル試 験)

汚 泥 の 比 メ タ ン生 成 活 性 測 定 に は 、 容 量120mlの バ イ ア ル瓶 を用 い た 。以 下 に示 す 操 作 は全 て 、還 元 銅 で

余 分 な 酸 素 を 取 り除 い た 窒 素 気 下 で 行 った 。

酢 酸 か ら の 比 メ タ ン生 成 活 性 の 測 定 の 場 合 は 、予 め 一 晩 培 養 して 余 分 な基 質 を 除 去 した 汚 泥 に 、無 機 塩 、

栄 養 塩(Table2)、 レ ザ ズ リ ン(最 終 濃 度1mg/l)及 び還 元 剤(Na、S・9H2O、250mg・l-1)を 加 え 、酢 酸 ナ
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ト リ ウ ム(最 終 濃 度3000mgCOD・l-1)

を 添 加 した 後 、55℃ 、60℃ 、 及 び65℃

に 設 定 した 恒 温 水 槽 の 中 で培 養 を開 始 し

経 時 的 に生 成 した メ タ ン量 を 測 定 す る こ

と に よ り求 め た 。

水 素 を 基 質 と した 比 メ タ ン生 成 活 性 は

バ イ ア ル 瓶 の 気 層 部 を水 素 と二 酸 化 炭 素

の 混 合 ガ ス(8:2W/W)で 満 た し 、水 素0

減 少 及 び メ タ ンの 生 成 を 同 時 に 測 定 した

な お 、培 養 温 度 は60℃ の み と した 。

2.4 水 素 生 成 試 験(BES試 験)

実 験 方 法 は基 本 的 に 酢 酸 を 用 い た バ イ

ア ル 試 験 と同 じで あ るが 、 メ タ ン生 成 反

応 を 抑 制 す た め に2-BES(2-Bromoethane-

sUfonate)を100mMと な る よ う に加 え 、生

成 した 水 素 の量 を 測 定 し た 。 ま た各 測 定 終

了 時 に 窒 素 ガ スを 気 相 に吹 き込 み 、 ヘ ッ ド

ス ペ ー ス の 水 素 を 除 去 した 。 な お 培 養 温 度

は65℃ で 行 った 。
Fig. 2 Process performance of Run 1 (operated at 55°C) 

during Phase 1 (by feeding acetate). 
Effluent TOC represents TOC contained in the 
filtrate passed through 0.45wm membrane filter .

2.5 分 析 方 法

全 有 機 性 炭 素(TOC)は 全 有 機 性 炭 素 分

析 計(島 津 製 作 所TOC-500)、 メ タ ン ガ

ス及 び 水 素 の 定 量 は ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ

ィー(島 津 製 作 所GC-14A、 検 出 器TCD、

使 用 カ ラ ムMolecular sieve 5A 80/100

mesh、 キ ャ リア ー ガ スArgon)を 用 い た 。

2.6 SEM

透 過 型 電 子 顕 微 鏡(SEM)の 試 料 は 、

2.5%の グ ル タ ル ア ル デ ヒ ドで 固 定 した 後 、

ア セ トンで 脱 水 し 、n-ペ ンチ ル で 置 換

した 。 続 い て 臨 界 点 乾 燥 を行 い 、金 で 蒸

着 後 観 察 を 行 った 。(HitacM-S800)

3. 実 験 結 果 お よ び考 察

3.1 酢 酸 単 一 基 質 に よ る実 験

Fig.2、 Fig.3にRun1、 Run2そ れ ぞ

れ の 酢 酸 を 供 給 基 質 と した 場 合 の連 続

実 験 結 果 を 示 す 。両 実 験 系 の容 積 負 荷 は 、

Fig. 3 Process performance of Run 2 (operated at 65•Ž) 

during Phase 1 (by feeding acetate).
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流 出 水 中 のTOC濃 度 が100mg・l-1以 下 に 到 達 した 場 合 に の み 、

段 階 的 に上 昇 させ た 。Run1(55℃ 培 養 系)で は 、培 養 開 始

後127日 目 に お い てTOC容 積 負 荷12.1kgTOC・m-3・d弓(除 去 率

90.6%)に 到 達 した が 、 そ の 後 激 しい 汚 泥 の 流 出 が起 こ りプ

ロ セ スが 失 活 した 。 以 後TOC負 荷 を5～6kgTOC・m-3・d轍1ま で 落

と して 運 転 を 続 け た が 、 負 荷 の 上 昇 は 見 込 め な か った 。Run

2で のTOC容 積 負 荷 は約100日 以 降 か ら2～4kgTOC・m-3・d顔1程 度

の 負 荷 しか 許 容 で きず 、 除 去 率 も50～80%と 低 迷 して い た 。

ま た 両 実 験 系 と も酢 酸 を 供 給 した 実 験 期 間 を 通 じて 汚 泥 の 流

出 が 続 き 、 グ ラニ ュ レー シ ョ ン は起 こ ら な か っ た 。

Fig.4に 流 出 汚 泥 の顕 微 鏡 写 真 の結 果 を示 す 。両 実 験 系

と もに 流 出 水 中 の 汚 泥 に は 、 長 さ が2μ 獄程 度 の 桿 菌 が 多 く

観 察 さ れ た 。 菌 体 内 部 に見 られ る特 徴 的 な ガ ス泡14)1M5)並

び に そ の他 の 形 態 学 的 特 徴 か ら こ の 桿 菌 は 高 温 性 のMethano-

thrixと 判 断 で き る 。Fig.5(a)はRun 1の リア ク タ ー 内 汚 泥

のSEM観 察 の結 果 で あ る 。 顕 微 鏡 観 察 か ら はMethano-

sarcinaの 存 在 は 見 られ な か った 。 また 明 らか にMethano-

thrixと 判 別 で き る桿 菌 が 、通 常 中 温 の グ ラ ニ ュ ー ル で よ く見 られ る よ う な糸 状 体 を形 成 す る こ と な く、分 散

状 に 増 殖 して い た 。Kamagataetal 16)はMethanothrixの 増 殖 形 態 に は 、 糸 状 に 増 殖 して 綿 状 の フ ロ ック を 形

成 す る"aggregating"typeと 分 散 状 に増 殖 す る"dispersing"typeの2種 類 あ る こ と を報 告 して い る 。 従

っ て 本 研 究 に お け る55℃ 培 養 系 で は 、Methanosrcinaの 増 殖 の抑 制 に は成 功 した もの の 、Methanothri分

散 状 に増 殖 す る性 質 で あ った た め 、 グ ラニ ュー ル を 作 る こ と な く反 応 器 よ り流 出 し、 そ の 結 果 良 好 な プ ロセ

ス の 維 持 が で きな か った もの と思 わ れ る 。

Fig. 4 Nethanothril-like organisms 
presented in the effluent from Run 1 
reactor (5511 during Phase 1. 

(-) Gas vesicles.

Fig.5(b)に65℃ 培 養 系 の 汚 泥 のsEM観 察 の結 果 を示 す 。Run2で はMethanothrix様 の 桿 菌 も若 干 観 察 で

き た も の の 、形 態 学 的 にMethanobacterium thermoautortrophicumと 考 え られ る 細 菌 が 多 く出現 して いた 。 ま

(a) 55•Ž (Run 1). (b) 65•Ž (Run 2).

Fig. 5 Scanning electron micrographs of the thermophilic sludge 

grown at 55•Ž (Run 1:(a)) and at 65•Ž (Run 2:(1))), 

respectively, during Phase 1.
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た 、Run1と 同 様Methano-

sarcina様 の 細 菌 は 見 ら れ

な か っ た 。

Table3に 実 験 開 始 後185

日 目 に 採 取 し た 汚 泥 の 比 メ

タ ン 生 成 活 性 の 値 を 示 す 。

RUN1、 Run2い ず れ の 汚 泥

も 試 験 温 度 を55℃ か ら65℃

に あ げ る こ と に よ り 、Run1

で は0.53か ら0.68kgCH4-COD・

gVSS・d-1、Run2で は0.1か ら

0.18kgCH4-COD・gVSS・d-1と 、 酢 酸 か ら の 比 メ タ ン生 成 活 性(A-SMA)を 上 昇 す る 傾 向 を 見 せ た 。 ま た 、 酢 酸 を

単 一 基 質 と し て 長 期 閤(約 半 年)培 養 を 重 ね た 汚 泥 に もか か わ ら ず 、Run1の 汚 泥 で1.62kgCH、-COD・gVSS・

d-1、Run2で1.55kgCH4-COD・gVSS・d-1と 高 い 水 素 利 用 比 メ タ ン 生 成 活 性(H-SMA)を 示 し た 。

Table 3 Methanogenic activities of the thermophilic 

sludges grown on, acetate. 

Table4に 、 酢 酸 で 培 養 さ れ た 嫌 気 性 汚 泥 に お け るA-SMAお よ びH-S棚 の 既 存 の 研 究 結 果 を ま と め た 。 表 に は

そ れ ぞ れ のH-SMAとA-SMAの 比(H-SMA/A-SMA)も 合 わ せ て 表 示 した 。 中 温 嫌 気 性 グ ラ ニ ュ ー ル 汚 泥 で は 、H-

SMA/A-SMA比 は0.05～0.16で あ り、 本 研 究 に お け る活 性 の 比 は 、Run1で3.0、Run2で9.7と 、高 温 培 養 汚 泥 の

方 が 非 常 に大 き い値 を 示 した 。 これ は 、 酢 酸 を 単 一 基 質 と して 培 養 され た 汚 泥 な が ら、 多 くの 水 素 資 化 性 メ

タ ン生 成 菌 に よ る細 菌 相 を 保 持 して い る こ と を 示 して い る 。Zinder and Koch13)は 、都 市 廃 棄 物 を処 理 す る

高 温 メ タ ン消 化 槽 よ り 、酢 酸 を 水 素 と二 酸 化 炭 素 ま で 酸 化 す る こ とに よ りエ ネ ル ギ ー を得 る酢 酸 酸 化 細 菌 と 、

生 じ た水 素 を エ ネ ル ギ ー源 とす る 水 素 利 用 メ タ ン生 成 菌 の 共 生 関 係 を 発 見 した 。 こ の反 応 は次 式 に よ る 。

(1)

(2)

(3)

こ の よ うに 、 酢 酸 の 酸 化(1)は 吸 エ ル ゴ ン反 応 で あ り 、 そ れ 自体 で は反 応 は進 ま な い が 、水 素 利 用 メ タ ン生 成

菌 に よ る水 素 か ら の メ タ ン生 成 反 応(2)と 共 役 す る こ と に よ り、 結 果 的 に は酢 酸 か らの メ タ ン生 成 反 応(3)と

同 様 の 反 応 が 成 立 し 、一 種 の 異 種 間 水 素 伝達 が 成 立 す る 。 本 実 験 系 に お い て も、 酢 酸 酸 化 細 菌 と 水 素 資 化 性

Table 4 Methanogenic activities of the acetate-grown anaerobic sludges.
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メ タ ン菌 の 共 生 関 係 が 存 在 して い た と考 え られ る 。 ま た 、Run 1(55℃ 培 養 系)とRun 2(65℃ 培 養 系)のH-

SMA/A-SMA比 を 比 較 す る と 、両 者 のA-SMAは 中 温 系 の 酢 酸 培 養 グ ラ ニ ュ ー ル と比 べ て か な り低 下 して い る もの

の 、Run2の 方 がRun1よ り も3倍 以 上 高 か った こ とか ら、 温 度 の 高 い培 養 系 の 方 が 、酢 酸 を 消 費 す る細 菌 相

に 対 す る 、 酢 酸 酸 化 細 菌 と水 素 資 化 性 メ タ ンの 共 生 系 の 占 め る割 合 が大 き い もの と推 測 さ れ る。 酢 酸 酸 化 反

応 に お け る55℃ 、60℃ 、65℃ で の標 準 自 由 エ ネ ル ギ ー 変 化 は 、 そ れ ぞ れ 反 応 当 た り90.5、88.1、 85.8kJと な

る18)。 今 便 宜 的 に 酢 酸 濃 度 を20mM、 重 炭 酸 塩 濃 度 を30mM、 メ タ ン の分 圧 を0・35atmと 仮 定 す る と(バ イ ア ル

実 験 の 条 件 よ り設 定)、 酢 酸 酸 化 と水 素 か ら の メ タ ン生 成 が 進 行 す る臨 界 水 素 分 圧(10g(ρR2))の 範 囲 は 、

55℃ で-4.7～-3.3、60℃ で-4.6～-3.1、65℃ で-4.4～-3.0と な り 、温 度 が 高 くな る程 、 よ り水 素 分 圧 の 大

き い 方 に シ フ トす る こ とが 判 る 。 す な わ ち 熱 力 学 的 に 考慮 した 場 合 、温 度 が 高 い方 が 、酢 酸 酸 化 反 応 と水 素

か らの メ タ ン生 成 の共 役 反 応 は 、 臨 界 水 素 分 圧 の 点 か らみ て 有 利 と な る。 従 って 、 酢 酸 酸 化 菌-水 素 資 化 性

メ タ ン菌 の 共 生 系 と酢 酸 を 直 接 資 化 す る メタ ン菌(こ こで はMethanothrix)の と の競 合 で は 、前 者 の 方 が 温 度

が 高 い 程 有 利 とな り、 温 度 の 高 い培 養 系(65℃ 、Run2)に お い て 、 よ り卓 越 した もの と推 測 さ れ る 。 ま た

Run2に お い て 観 察 さ れ た 優 先 菌 種 が 、最 適 温 度 が65℃ ～70℃ と高 い 、 水 素 資 化 性 メ タ ン菌 で あ るMethano-

bacterium thermoautotrophicum19)様 の 菌 で あ った こ と も 、上 記 の推 論 を 裏 付 け る 。

両 培 養 系 のA-S撚 が 試 験 温 度 を55℃ か ら65℃ に 上 げ る ほ ど上 昇 す る傾 向 を示 し た の は 、Run2で は 、酢 酸 酸

化 菌-水 素 資 化 性 メ タ ン生 成 菌 の 共 生 関 係 が 卓 越 して い た た め に 、上 記 の 理 由 に よ り 、温 度 が 高 い 程 両 者 の

共 生 系 に よ る メ タ ン生 成 が 活 発 に な っ た た め で あ り 、 ま た

恥n1で は 、 酢 酸 酸 化 菌 一 水 素 資 化 性 メ タ ン生 成 菌 の 共 生

系 もあ る程 度 存 在 して お り、 さ らに 酢 酸 を 直 接 資 化 す る菌

と して 、 比 較 的 最 適 温 度 の 高 いMethanothrixが 優 先 して い

た た め で あ る と考 え られ る 。 な お 、 酢 酸 資 化 性 メ タ ン菌 と

してMethanothriが 優 先 した 場 合 、酢 酸 か ら の メ タ ン発 酵

は65℃ で 最 も高 く、Methanosarcinaが 優 先 種 で あ る場 合

58℃ が 最 適 で あ っ た と い う報 告20)も あ り 、酢 酸 経 由 の メ

タ ン発 酵 の 最 適 温 度 は 、酢 酸 を め ぐ る細 菌 相 の分 布 に よ っ

て 決 定 され る もの と思 わ れ る。 以 上 の よ う に 、高 温 メ タ ン

発 酵 系 で は 、酢 酸 酸 化 細 菌 と水 素 資 化 性 メ タ ン生 成 菌 の共

生 関 係 が 酢 酸 の 利 用 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た して い る と

推 測 さ れ る。

3.2 酢 酸 お よ び シ ョ糖 の混 合 基 質 に よ る実 験

実 験 開 始 後200日 目 よ り 、基 質 を 酢 酸 と シ ョ糖 の混 合 基

質(CODと して8:2、 3000mgCOD・l-1)に 変 え て 実 験 を 継 続

した 。基 質 変 更 後(Phase2)に お け る 各 リア ク タ― の 初

期 汚 泥 含 有 量 を 等 し くす る た め に 、Run1とRun2の リア ク

タ ー の汚 泥 を 全 て 引 き抜 き 、混 合 した 後 、 均 等 に 返 送 した 。

従 って 、 リア ク タ ー あ た りの 初 期VSS量 は55.9gと な る 。

Fig.6お よ びFig.7にRun1、 Run2そ れ ぞ れ の 連 続 実 験 結

果 を 示 す 。Run1で は 基 質 変 更 後112日 目 に お い てTOC負 荷

で34.1kgTOC・m-3・d-1、 除 去 率96.1%を 達 成 した 。 本 実 験 は

許 容 負 荷 の 上 限 を 見 極 め る こ と を 目的 と して い な か った の

で 、 そ の 時 点 で 連 続 実 験 を 終 了 した 。 一 方 、Run2で は 基 質

Fig. 6 Process performance of Run 1 

(at 55•Ž) during Phase 2 (by feeding 

a mixture of acetate and sucrose).
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変 更 後62日 目 に16。3kgTOC・m-3・d-1、 除去 率77%を 記 録 した

が 、 そ の 後 処 理 性 能 が 悪 化 し、 実 験 を 打 ち切 っ た 。 両 培 養

系 と もに 、基 質 変 更 後25～35日 目か ら グ ラニ ュ ー ル の 形 成

が 見 られ は じめ 、60日 目 以 降 か ら ほ ぼ 全 て の 汚 泥 が グ ラ ニ

ュ ー ル とな って い た 。 両 培 養 系 の グ ラニ ュ ー ル は 、 と もに

大 き さ は 直 径 約0.5～1.0mm程 度 で あ った が 、Run2の グ ラ ニ

ュ ー ル の 方 がR嶋1よ り も若 干 小 さ く、 ま た 崩 壊 しや す か っ

た 。Fig.8(a)にRun1で 培 養 さ れ た グ ラニ ュ ー ル の全 体 像 を 、

ま た(b)に そ の 断 面 像 を 示 す。 グ ラ ニ ュ ー ル の 内 部 は 、 主 に

分 散 状 に増 殖 したMethanothrixに よ り占 め られ て お り、 他

に長 さ1.5～2.0μ 綴程 度 の 桿 菌 な ど が 観 察 さ れ た 。Run2で

得 られ た グ ラ ニ ュ ー ル は崩 壊 しや す か った た め に 、次 に 示

す 表 面 の状 態 は か ろ う じて 観 察 で きた が 、 内 部 構 造 を把 握

す る に は い た らな か った 。

Fig.9はRun1、 Run2そ れ ぞ れ の 実 験 系 で 得 られ た グ ラ ニ

ュ ー ル 表 面 の 細 菌 相 を 示 す 。55℃ 培 養 系 の グ ラ ニ ュー ル で は

形 態 学 的 に 明 らか にMethanothrixと は異 な った 糸 状 菌 が 、

互 い に か ら ま りな が ら グ ラ ニ ュー ル の 表 面 を 被 覆 す る よ う

に 増 殖 して い た(Fig.9(a))。 ま たRun2で は 、 直 径o.3～

0.5μm程 度 の 球 菌 が グ ラ ニ ュ ー ル の 表 面 を 包 み込 む よ うに

増 殖 して お り 、細 胞 外 ポ リマ ー様 の物 質 を 粘 出 して い る様

子 も観 察 で き た 。 こ れ ら の グ ラ ニ ュ ー ル の 表 面 をコー テ ィ

ン グす る よ う に増 殖 す る 細 菌(コ ー テ ィ ン グバ ク テ リア)

は 、 明 らか に グ ラ ニ ュ レー シ ョ ン に 大 き な 役 割 を 果 た して

Fig. 7 Process performance of Run 2 

(at 65•Ž) during Phase 2 (by feeding 

a mixture of acetate and sucrose).

ta) wnoie view. (b) cross-sectionea view.

Fig. 8 Scanning electron micrographs of the granular 

sludge grown on a mixture of acetate and sucrose 

(Phase 2) at 55•Ž (Run 1).
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(a) 55•Ž (Run 1) . (b) 65•Ž (Run 2) .

Fig. 9 Scanning electron micrographs of surfase of granules 

grown on a mixture of acetate and sucrose (Phase 2) 

at 55•Ž; (Run 1:(a)) and 65•Ž (Run 2:(1))).

い る と考 え られ る 。 実 験 最 終 日 の 各 リア

ク タ ー あ た りの 汚 泥 量 はRun 1で1249

VSS、Run 2で68gVSSで あ り、Run 1の グ ラ

ニ ュー ル の 方 が よ り多 く リア ク タ ー 内 に

留 ま っ て い た 。 従 って 、Run 1の グ ラ ニ ュ

ー ル が 、Run 2の グ ラ ニ ュ ー ル に比 べ 強 い

強 度 を 保 ち 、 また リ ア ク タ ー 内 に 滞 留 す

る 能 力 も高 か った こ と か ら 、Run 1で 観 察

され た 糸 状 菌 の 方 が 、 よ り有 利 な グ ラニ

ュ ー ル の 形 成 に関 与 し、TOC負 荷 で34.1kg

TOC・m-3・d-1と い う高 い処 理 能 力 に 結 び っ

い た もの と思 わ れ る 。 ま た 、 こ れ ら の コー

テ ィ ン グバ ク テ リア は 、 シ ョ糖 を 供 給 開 始 後 に 出 現 した こ と か ら 、酸 発 酵 を担 う細 菌(酸 生 成 菌)で あ る と

思 わ れ る。 糸 状 菌 が 汚 泥 造 粒 物 の 表 面 上 で 繁 殖 す る例 はMRB20)(多 段 槽 反 転 流 バ イ オ リア ク タ ー)やAUSB21)

(好 気 性 上 昇 流 汚 泥 床 法)等 で も観 察 され て お り 、形 態 的 に本 研 究 に お け るRun 1の グ ラ ニ ュー ル に類 似 し

て い る 。

Table 5 Acetate-utilizing methanogenic activities 

of the granular sludges grown on a mixture 

of acetate and sucrose.

Table5に 各 グ ラニ ュ ー ル の基 質 変 更 後87日 目 に お け るA-SMAを 示 す 。Table3の 結 果 と 同 様 に 、培 養 温 度

を55℃ か ら65℃ に上 げ る ほ ど活 性 値 は 上 昇 した 。 最 も活 性 値 の 高 い65℃ の デ ー タ で 比 較 す る と 、Run1で

約4倍 、Run2で 約5倍 のA-SMAの 上 昇 が 見 られ た こ とか ら 、 コー テ ィ ン グ バ ク テ リア は 、酢 酸 を 消 費 す る 細

菌 群(i. e., Methanothrixお よ び 酢 酸 酸 化 細 菌 と水 素 資 化 性 メ タ ン生 成 菌 の共 生 菌 群 な ど)を グ ラ ニ ュ ー ル
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の 内 部 に 閉 じ込 め る役 割 を 果 た して い る もの と

推 測 さ れ る 。

3.3酢 酸 か らの 水 素 生 成 実 験

酢 酸 培 養 汚 泥 が 、 高 い水 素 利 用 メ タ ン生 成 活

性 生 成 を持 つ こ と は先 に述 べ た が 、 こ の項 で は

高 温 グ ラ ニ ュ ー ル の水 素 生 成 能 に つ い て 検 討 し

た 。 実 験 に 用 い た グ ラ ニ ュ ー ル はRun 1で 培 養 さ

れ た グ ラ ニ ュ ー ル 汚 泥 で 、試 験 温 度 は65℃ と し

た 。 酢 酸 か ら の メ タ ン発 酵 を 完 全 に 抑 制 す るた

め に 必 要 な2-BESの 濃 度 は100mMで あ っ た 。Fig.

10に 水 素 生 成 試 験 の結 果 を示 す 。 ブ ラ ン ク と し

て 酢 酸 を添 加 して い な い 試 験 も行 った が 、 ほ と

ん ど ガ ス の 発 生 が 見 られ な か った た め 図 に は 示

して い な い 。 酢 酸 を 添 加 した 系 で は 培 養22時 間

で約2.6mlの 水素が検出された。本実験では、共存する水素利用 メタン生成菌の反応を2-BESで完全 に抑制 し

たため、熱力学的に不利な酢酸の酸化反応による水素の生成 は微量であった ものの、酢酸を酸化 し水素を生

成する細菌の存在は確認できた。

Fig.10 Hydrogen production from
acetate by granular sludge.

100mM of 2-Bromoethanesulfonata
was added to the vial.

4.結 論

本 研 究 で 得 られ た 知 見 を 以 下 に ま とめ る 。

(1)高 温 メ タ ン発 酵 系 に お け る 酢 酸 の 分 解 は 、直 接 酢 酸 資 化 性 メ タ ン生 成 菌 に よ り分 解 さ れ る

経 路 と 、 酢 酸 酸 化 菌 と水 素 利 用 メ タ ン生 成 菌 の 共 生 系 に よ る 間 接 的 な経 路 が あ る 。 培 養 温 度 が 高 い 実 験 系

(65℃)の 方 が 後 者 の経 路 が 優 先 さ れ る。

(2)酢 酸 か ら の比 メ タ ン生 成 速 度 は温 度 を55℃ か ら65℃ に上 げ る ほ ど上 昇 した 。 酢 酸 か ら の メ タ ン生 成 の最

適 温 度 は酢 酸 の分 解 を め ぐる細 菌 相 に 依 存 す る と思 わ れ る 。

(3)55℃ に 制 御 した 高 温UASBで 得 られ たMethanothrixは 分 散 状 に増 殖 して お り、酢 酸 単 一 基 質 に お い て

は グ ラ ニ ュ ー ル を 形 成 しな か った 。 しか しな が ら 、 基 質 に シ ョ糖 を 加 え る こ と に よ り増 殖 した 、酸 生 成 菌 と

思 わ れ る糸 状 菌 に 被 覆 され る こ と に よ り 、 グ ラ ニ ュ ー ル の形 成 が 可 能 で あ っ た 。 同 様 に 、65℃ 培 養 系 で も シ

ョ糖 を 与 え る こ と に よ り球 菌 に コ ー テ ィ ン グ さ れ た グ ラ ニ ュー ル が 形 成 され た が 、強 度 が 弱 く崩 壊 しや す か

った た め 、 グ ラニ ュ ー ル の形 成 に は 形 態 学 的 に 糸 状 菌 の 方 が 有 利 で あ る と思 わ れ る。
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