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研究成果の概要（和文）：嫌気性汚水処理は、省エネルギーかつ廃棄物としての汚泥の発生量を抑制する処理方
法として、生物学的処理方式のひとつとして定着しつつある。嫌気性微生物は増殖が遅いため、技術の鍵となる
のは生物の付着滞留である。本研究では、センサーを使い生物膜を短時間で評価する方法を考案し、その方法を
応用して、生物膜の発達阻害となるカチオンの共存の問題について、現象の解明を行った。

研究成果の概要（英文）：Anaerobic wastewater treatment is an established method for energy-saving 
and reducing waste production. Retention of attached microorganisms is a key to overcome the slow 
growth rate of anaerobic microorganisms. In this study, we proposed an effective evaluation method 
to detect slight change caused by biofilm formation using a sensor. Using the proposed method, we 
elucidated the phenomenon regarding reduced biofilm formation in the presence of cationic 
substances.

研究分野： 環境工学

キーワード： 生物膜　センサー　嫌気性処理

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
嫌気性処理は応用範囲が近年大きく拡大し、様々な業種で採用されるようになった。生物膜法は最も安価に実現
可能な効率的処理方法である。近年は排水に含有される成分に起因する生物膜の形成阻害により本法の適用が制
限されるケースが認められるようになった。本研究では、センサーを使った微小な質量変化から、短期間で生物
膜の発達を評価する方法を構築した。これを利用し、阻害の原因物質やその濃度、さらに阻害軽減のための方策
について、実験室内で検討することが可能であることが示された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 嫌気性の汚水処理は比較的高い有機物濃度の汚水を処理する場合に、活性汚泥法と比較して省
エネ・創エネ・余剰汚泥の削減といった点での優位性が際立つことから、主として産業排水への
応用が進められてきた。一般に、嫌気性微生物の増殖速度及び菌体収率は好気性微生物と比較し
て小さい。嫌気性処理の産業排水への適用は、固形物滞留時間（SRT）を水理学的滞留時間（HRT）
に対していかに大きく取るかが、効率的な処理の鍵である。中でも汚泥床法とはじめとする生物
膜式処理方式が SRT を増大させる手法として最も一般的である。本技術の適用可能な汚水種の
範囲は技術開発によって大きく拡大してきたが、一部の高塩濃度の化学工場排水や食品加工排
水では、生物膜の発達が阻害されるために効率的な処理が困難とされてきた。 
２．研究の目的 
生物膜の形成を評価してきたこれまでの研究は、長期間の培養を必要とするものであったため、

個々のカチオン種および濃度の影響が詳細に調べられることがなかった。本研究では、まずセン
サー上の微小な質量変化をモニタリングすることで多数の設定条件の下で初期の生物膜形成を
短時間で評価する方法を構築し、カチオンの種類と濃度が嫌気性生物膜に対して及ぼす影響を
幅広く検討した。次に、絞り込んだ条件の下で、汚泥床方式のバイオリアクターを用いた高塩濃
度排水の連続処理実験において、生物膜の形成の促進を検討した。以上のようにして、高カチオ
ン濃度下における生物膜形成の評価を目的とした研究を行った。 
３．研究の方法 
３．１．生物膜発達 
実施設に由来するグラニュール汚泥から、Na 型イオン交換樹脂を使って Extracellular 

polymeric substances（EPS）を抽出し、菌体と分離した。菌体は目開きサイズ 0.3 mm のふる
いを通過させたものを使用した。分離菌体と EPS の混合液、各種金属の混合液を別々に嫌気性
に保持された密封容器に保持した。2 本の密封容器からそれぞれポンプでフローセルに対して送
液し、直前で T 字コネクタを使って合流させてフローセルに流入する仕組みとした。フローセ
ルには液相用水晶振動子センサーが組み込まれている。システムは 35℃のインキュベータ内に
設置した。振動子表面は PVC で被覆した。フローセルに対して送液を始めてからのセンサーの
周波数変化をロギングして、一定時間内における変化量を評価した。一定周波数で振動する振動
子の電極表面に物質が付着することで周波数が減少する。そのため、本実験では周波数累積減少
量を振動子への物質の吸着量として解釈した。 
３．２．生物膜発達 
農業残渣のガス化発電の副産物として得られた炭化物（バイオチャー）と Fe3O4 を混合し、ボ

ールミルによる混合で作成した鉄修飾バイオチャー（biochar/Fe）を使用し、高塩濃度下におけ
る生物膜の発達促進を意図して、連続実験でその効果を検証した。有効容積が 1L である 2 台の
UASB リアクターを 35℃で 150 日間以上運転した。基質中の塩分濃度を 10 g-Na/L とした。グル
コースを有機炭素源とした合成排水をリアクターに投入し、流入 COD（化学的酸素要求量）濃
度を 10 g/L に維持した。2 台の UASB の種汚泥は 300 μm の篩でろ過したものであり、HRT（水
力停留時間）を 4 日から 1 日に段階的に短縮した。ガス生成量とガス組成を毎日記録、流出水の
水質とリアクター内で培養できた汚泥の性状を定期的に分析した。 
４．研究成果 
４．１．センサーへの微生物の付着および定量性 
 上述の方法でのフローセル内のセンサー表面への生物膜形成を確認するために、通液時間 10
分および 70 分に設定して行った各実験の終了後のセンサー表面をレーザー顕微鏡で観察した。
表面には EPS と思しき凹凸物の膜とその上に付着した微生物細胞が観察された。10 分の通液時
間の表面と比較して、70 分通液した表面は明らかに細胞の付着量が多く、クラスターが形成さ
れており、生物膜の発達が進行していることが確認された。次に、異なる通液時間の周波数変化
測定実験を全 13 回行い、各実験での累積の周波数変化と実験終了後にクリスタルバイオレット
染色で定量したバイオマス量との比較を行った。その結果、両者には正の相関関係が認められた
(R2=0.84)。以上の一連の結果から、本研究で用いた手法は初期の生物膜の形成を評価する方法と
して有効であると判断した。 
４．２．金属カチオン濃度の生物膜形成に及ぼす影響 
 まず、上述の方法を用いて生物膜形成に及ぼす Ca 濃度の影響を検討した。カチオンが生物膜
形成に及ぼす影響は、微生物細胞や EPS の表面電位への影響と多価カチオン架橋によって説明
される。まず 2 価のカチオンである Ca2+濃度の影響を 70 分間の送液による実験で検討した。図
1A に示すように、生物膜付着量は 8 mM までは Ca 濃度に応じて増大し、それ以降は逆に濃度
に応じた減少を見せた。このような挙動は表面電位の変化と連動していると思われる。Pevere1)

がグラニュール汚泥を使って示しているように、Ca 濃度の増大に応じて汚泥の ζ 電位はマイナ
スから上昇し、等電点を迎えた後、過剰の Ca2+の存在によりプラスへと転じて増大を続ける。生
物膜付着量が増大した Ca 濃度域は、表面電位が低い域と一致していると推察される。一方、1
価のカチオンである Na+は濃度に関わらず付着量を増大させなかった。これは、架橋が生じない
ことと、表面電位の上昇が起きにくい 1)ことによって説明ができそうである。高いバイオガス
中の CO2濃度と平衡する嫌気性リアクター内液相を想定し、Ca 濃度を 16 mM に固定したまま、



炭酸濃度を変化させていった実験結果
が図 1B である。図に示すように炭酸塩
形成により Ca2+は減少する。生物膜付
着量も炭酸濃度の増大に応じて減少し
た。以上の結果から、Ca2+は特定の濃度
域で生物膜形成にポジティブな影響を
及ぼすが、嫌気性リアクター内では炭
酸塩形成のために Ca の実効濃度が変
化するので、上の結果とは最適な濃度
域が異なる可能性が示された。 
 次に、Ca と Na との共存が生物膜形
成に及ぼす影響を検討した。あらかじ
め行ったグラニュール汚泥に対する Ca
および Na の吸着実験から、Ca と Na の
間で吸着の競合が生じることが明らか
であった。主要な吸着サイトと考えら
れる表面官能基はイオン交換性であ
る。図 2 は一定の Ca 濃度下で共存する
Na濃度を変化させた場合の実験結果で
ある（70 分測定）。これまで、嫌気性性
生物膜に対する Na の影響は 10 g/L 以
上の極めて高濃度の場合しか検討され
て来なかったが、図 2 の結果は 50 mM
（約 1 g/L）以上で、生物膜付着量に対
して明らかにネガティブな影響が現れ
ることを示している。このような結果
は、Na の共存なしの際に Ca が吸着さ
れることで生じたポジティブな影響
が、吸着カチオンが Na に交換されるこ
とで消失したことによると考えられ
る。そのように考えると、Ca/Na の比率
をより上昇させることが高塩濃度下で
の生物膜形成の増進に寄与すると考え
られるものの、Ca 濃度の上昇による微
生物の阻害があるために、そのような
手段には限界がある。事実、1 g/L（25 
mM）程度の Ca 濃度において阻害が報
告されている。 
４．３．カチオンポリマー濃度の生物
膜形成に及ぼす影響 
 上述のようにカチオンが生物膜形成
に及ぼす影響の一つとしてカチオン架
橋がある。この側面を強化することで、
Na 共存下でも Ca よりも低濃度の条件
で生物膜形成にポジティブな影響が得
られる可能性がある。本研究では有機
系のカチオンポリマーとしてポリ-L-
リシン（PLL）を無機系のポリマーとし
てポリ硫酸第二鉄と PAC を使用した。
図 3 は、150 mM の Na 濃度下での各ポ
リマーそれぞれの濃度下での生物膜付
着量である（70 分測定）。各ポリマーの
添加は、生物膜付着量の増大に対して有意に寄与していることが確認された。特にポリ硫酸第二
鉄の添加による増大が大きかった。PLL については、低分子量のものよりもより複雑なマトリッ
クス形成が期待される高分子量のものの方が生物膜形成に大きな影響を及ぼした。こうしたポ
リマーは、Ca よりもはるかに低濃度で、高塩濃度下でも生物膜付着量にポジティブな影響をも
たらすことが明らかとなった。また、こうしたポリマーの共存下でメタン生成活性試験を実施し
たところ、20 mg/L までは顕著な悪影響が発生しないことが確認された。 

 

図 1 異なる Ca 濃度下における生物膜形成時の生物
膜付着量(A)と 16 mMCa かつ変化する炭酸濃度下で
の生物膜形成時の生物膜付着量(B) 

 

図 2 16 mM の Ca 濃度の下での異なる Na 濃度が生
物膜付着量に及ぼす影響 

 
図 3 150 mM の Na 濃度の下での異なる各種カチオン
ポリマー濃度が生物膜付着量に対して及ぼす影響 



４．４．UASB リアクターの処理性能 
UASB リアクターの連続実験による

処理の状況は図 4 に示す通りであっ
た。実験開始から 19 日目は連続実験
のスタートアップ期間である。HRT を
2 日から 1 日に段階的に短縮するに従
い、2 台の UASB リタクターのメタン
ガス生成速度は共に増加したが、
Biochar/Fe を添加した系のメタン生成
速度は 1.58 L/L/d であり、Biochar/Fe を
添加しなかった系の 1.20 L/L/d より高
かった。一方、両リアクター内の汚泥
濃度は、HRT の短縮に伴い、減少した
ことが判明した。Biochar/Fe を添加し
た UASB リアクター内の SS は 21.62 
g/L から 19.95 g/L に減少し、Biochar/Fe
を添加しなかった UASB リアクター
内の SS は 16.36 g/L から 14.09 g/L に
まで低下した。これは、高塩濃度によ
る生物膜形成の阻害により、微生物が
浮遊し、流出したことを示している。
流出水の pH について、2 台の UASB
とも処理水の pH は 6.9 以上に維持さ
れ、処理自体の問題は認められなかっ
た。 
４．５．培養されたグラニュール汚泥
の性状 
実験開始 55 日目（HRT 2 d）と 146 目

（HRT 1 d）に 2 台の UASB から採取した
グラニュール汚泥サンプルの性状を分析し
た結果を図 5 に示す。HRT 2 d の条件にお
いて、両リアクター内のグラニュールの粒
径は 4.5 〜 615 μm の範囲に分布し、
Biochar/Fe を添加した系のグラニュールの
メジアン径 D50 は 55.01 μm であり、
Biochar/Fe 添加なしの系のグラニュールの
46.63 μm より高かった。また、HRT 1 d の
条件において、Biochar/Fe を添加した系の
グラニュールの粒径分布範囲は 4.5〜875 
μm に拡大した一方、Biochar/Fe 添加なし
UASB のグラニュールの粒径分布範囲は
4.5〜435μm に縮小した。Biochar/Fe を添加
した UASB のグラニュールのメジアン径
D50 は 63.20 μm であり、Biochar/Fe 添加な
しリアクター内のグラニュールの 56.20 μm
より高かった。以上の結果から、Biochar/Fe
の添加により、UASB リアクターの処理性
能が明らかに向上したことと、グラニュー
ルを構成する生物膜の発達が促進されたこ
とが明らかとなった。 
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図 5 グラニュール汚泥の粒径分布 
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図 4 UASB リアクターの処理状況 
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