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第6間衛生工学シンポジウム
1997.11北海道大学学術交流会館

微小寵穏を用いた微好気性生物膜内の硫酸塩還元の淵定

0佐藤久j伊藤司，間部聡，渡辺義公(北海道大学大学説)

1.はじめに

下水処理プロセスで用いられる好気性生

物膜は内部に高密度に微生物を保持してお

り，生物膜法によって下水中の有機物やア

ンモニア性窒素は効率よく除去される.一

方，このことは好気性生物膜が多量の溶存

酸素の0)を消費することを意味しており，

一般に好気性生物膜に取り込まれたDOは

膜表面から数100μm程度で枯渇し，生物

膜内には好気領域と嫌気領域が膜深さ方向

に層状に分布することが知られている1.3鴫5)

嫌気領域では硲化等の好気反応、は起こらな

いものの，都市下水中にはアンモニア性窒

素やリンと向平岩支の硫酸塩が含まれており，

硫酸塩還元菌(SRB)による硫酸塩還元反応

が起こる 1.2) 硫酸塩還元反応、は有機物絵

去，発生した硫化水素(H2S)の酸化による

DO消費等により好気性生物膜の基質検去

効率に影響を与えるものと推概される.

硫酸塩還元活性を把握するためには発生

したH2Sを定量することが必要となるが，

好気条件下では発生したH2SはDOにより酸

化されるために生物膜外で検出されること

はまれであり，反応、器内の硫黄の物質収支

のみからは好気性生物膜内の硫酸塩還元活

性を知ることはできない.従って，好気性

生物膜内の硫酸塩還元活性を解明するため

には生物膜内の現位置(InSitu )においてH2S

を定義することが不可欠となる.しかし，

厚さわずか数mm程度の生物膜内のH2S濃度

を測定することは国難であり，好気性生物

膜内の硫酸塩還元反応に関しては未知の部

分が多い.

近年，生物膜内の碁質濃度分布を測定す

るための有効なツールとして微小電極が広

く利用されている1， 3δ 生物膜内の基質濃

度分布を測定することにより生物膜の基質

検去機構に関する重要な情報が得られるた

め，生物膜内の硫酸塩還元反応のみならず

硝化3.4)及び、脱議反応、機構5)に関しでも微小

電極を用いた研究が報告されている.Kuhl 

and Jorgensen1)は微小電極を用いて生物膜内

のHs濃度分布を測定し，硫酸塩及び有機
物濃度の増加に伴い好気性生物膜内の硫酸

塩還元活性が高まることを報告している.

さらに，硫酸塩還元反応は商変化還元電位が

-150--200以下の還元状態で起こることか

らの， SRBの電子受容体である硫酸塩，及

ぴ電子供与体である有機物濃度と同様に生

物膜内の酸化還元電位，すなわちDO及ぴ

硝酸塩(N03)濃度についても硫酸塩還元活

性に影響を与える関子として考慮しなけれ

ばならない.

本研究では，微小電極を用いて生物膜内

のH2S，∞， N03-， pH濃度分布を澱定し，

計算によって求めたInSituの硫酸塩還元，

H2S酸化， DO消費， N03-消費活性度及び活

性領域から，硫酸塩還元反応によるDO及

び有機物消費量の定量を行った.さらに，

N03-濃度の変動がJnSituの硫酸塩還元活性

に与える影響を検討した.

2. 実験装寵と方法

2.1 1)アクターと生物膜の麟|養条件

本研究では，札幌市創成}II下水処理場に

設置したベンチスケールの全没型RBC(反

つ向。ゐ
円，“



応槽容積:5.6L，円板題転速度:13r.p.m.)を

用いて生物膜を恩11養した.流入基質には，

札幌市創成川下水処理場の最初沈殿池流出

水と，これを処理した半水没型RBCの流出

水を1: 1 に混合したものの042・口7~15μ

moVL)を用いた.微好気条件(DO=10-50μ

mol/L， N03-=350-700μm叫ん)で思1¥養され

た生物膜は銀自色で，糸状であった.

2.2 微小電極

生物膜内基質濃度profileを測定するため

にDO，ド03-，H2S， pH側、電極を制作した.

(a)DO微小電極

DO微小電様(カソードタイプ)はRevsbech

and Jorgensen7)の方法を参考にし艇作した.

DePeX8)を被膜した後の電桜の先端直径は

約15μm，90% responce timeは2-3secであっ

た.キャリブレ}ションはDOが飽和した

バルク水中及び生物膜内の嫌気部分におけ

る検出電流値を用いて2点検量により行っ

た.

(b)N031殻小電極
N03駒微小電極はDeBeerらめの方法を参考

にし制作した.先端直径は5μm程度であっ

た.L.I.X.にはNitrateionophore欄CocktailA 

(Fluka)を用いた.キャリブレーションは測

定基質のN03-濃度を5段階(1∞0μm叫ん~

10μmol/L)に変化させて行ったが=0.99).

また， N0
3
-微小電極のイオン選択性ほ戸t)を

sep訂atesolution methodにより評備した問と

ころcrに対ーするKpotは0.04であり，同じ
L.I.X.を用いたZhenら11)の僚と同程度であっ

た.

(c)Hs微小電極

H
2
S微小電極はL田ら 12)の方法を参考にし

制作した.先端直径は25μm程度であった.

N2税気した測定基質のH2S濃度を5-8段階

(1000μmol/L-1μmol/L)に変化させ，調l定
時のpHに調整した後にキャリプレーション

を行った(r2=O.99). H2S微小電極はS2-を選

択的に検出する電極であり， S2-についての

キャリプレーションを求める必要がある.

そこで，メチレンブルー法により定量した

全H2S濃度(すなわちH2S，HS-及ぴS2-の総濃

度，以下H2Sとする)に対するキャリプレー

ションを求め，式.1からS2ーのキャリプレー

ションに変換した.このキャリプレーショ

ンと式2を用いることで，深さ方向にpHが

異なる生物膜内の正確なH2S濃度を求める

ことができる.

lf-jzHzS 

佐Lkl+1

附 fl×(22+早1ト2)
(d)pH微小電極

pH微小竜揮はDeBeerら
13)
の方法を参考に

し制作した.先端直径は5μm程度であっ

た.HCl及ぴNaOHを用いて測定基質のpH

を7-10段階(pH=7-pH=9)に変化させキャ

リプレーションを行二った(J?口0.999).

2.3 生物膜内基質濃度profIleの視Ij定

回転向板の一部(lcmX6cm)をあらかじめ

取り外せるように加工し，支持体ごと採取

した生物膜をフローセル内に固定して生物

膜内各種濃度profileを測定した.測定時は

N2ガスでおO濃度を調整し，定常状態を保

つために2Lの基質(表.1)をフローセJレ内の

流速が2-3cm/sとなるように循環した.数

時間基質を循環した後測定を開始した.

微小電極をマイクロマニピュレーターに

固定し， DO微小電極は比較電極に対して w

0.75Vの電圧をかけピコアンペアメーター

に， NU:3-， H2S
及び、pH微小電極はpHメーター

に接続し測定を開始した.よじ較電極には

Ag/AgOタイプ(HO悶BA，201OA-06'司を用い，

フローセル及びマイクロマニピュレーター

はFaradaycage内に設置した.
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費活性皮をC(i)(=R(i) X La(i))とした.

またフラックス(J(i))はFickの第l法則〈式.

5)から求めた.

測定基質組成

濃度(μmolん}

表.1

成分

(5) 
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膜深さ方向の濃度勾配は実験により求め

た基質濃度profileの直線領域から求めた.
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84 

結果と考察3. 
200 

3.1 生物膜内の硫酸塩還元反応及びDO

消費活性

図.1に微小電極を用いて測定した生物膜

深さ方向のDO，H2S及びpH濃度profi1eと，

計算により求めた硫酸塩還元， H2S酸化，

DO消費活性を示す.バルク水中に約100μ

mo札存在した∞は表麗から800μmの地点

20 

欄1000

O 

R(μmo.ν'cm3β1) 

10 

T 

270 

2.4 生物膜単位体積当たりの基質消費

活性皮(R(り)，全基質消費活性度(C(i))及び

フラックス(J(り)の算出

各実験条件のDO消費， N0
3
-泊費， S042・

消費(すなわち硫酸塩還元)， H2S消費〈すな

わちH2S酸化)活性を比較するために，

Diffusion綱reactionmodelに基づき各消費活性

度を計算した14) 実験により求めた碁質濃

度profileが微生物による消費と， Fickの第2

減目によって記述される濃度拡散のみによっ

て決まると仮定すると式3が成立する.

-500 
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ここで， Cx，i:基質濃度 i 消費される

溶質， D:拡散係数である.20 'cでの

DO， N0
3
-， SO/備の拡散係数はそれぞれ

2.09XI0輔5cm2・sーに 1. 2 3 X 10 -5 cm 2 ・s 

1， 1.39X 10九m2・S-1とした15)

。次反応、及び定常状態を仮定し式.3を積

分すると，生物膜内基質濃度profileは式.4

となる. pH 

R 

(μmol/cm3!h) 

J 

(μmol/l出2!h)
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生物膜内DO，H
2
S及び、pH濃度プロファイJレ

(D0=1ooμnol/L) 

歯.1

実験により求めた基質濃度profi1eを式.4

の二次曲線にカーブフィットしx2の係数か

らR(りを求めた.また，二次近似が可能な

領域(すなわち活性を有する領域)の深さを

La(り，活性を有する領域における全器質消



で枯渇し，膜深さ方向に好気欄嫌気領域が

分布していた.硫酸塩還元反応は表面から

950μmW-深の嫌気領域のみでみられ，好

気性生物摸内において硫酸塩還元良応、が起

こることを確認した.良債O/)~ま嫌気性生

物膜16)と同程度の15.8μmol/cm3fhに達し， J 

(S042)は0.180μmOl/cm2fhであった.

ここで，硫酸塩還元による有機物消費量

が全有機物消費量に占める割合を式.(6)~

(8)に示したDO，N03"及びsotによる酢酸
分解反応の化学量論式と各ブラックスから

化学量論的に計算した.計算を行うにあた

り，生物膜全体の有機物消費量はこれらの

合計とした.ここで， SO/怖は全て有機物の

分解により還元されるとみなすことができ

るものの， DOは有機物の分解の他に担2Sの

酸化及び硝化により消費され，N03"もH2S

の酸化により消費される.本研究において

はこれらの内訳を区別することはできない

ため，消費されるDO及びN03ーは全て有機

物の分解によると仮定し計算を行った.従っ

て，硫酸温還元による有機物消費量が全有

機物消費量に市める割合は過小評価される

ことになる.関.1において， J(SO 42")，及び

Jの0)はそれぞれ0.180μmol/cm2fh，0.104μ 
mol/cm2fhであるから，有機物消費量は

0.180μmoVcm2fh， 00匁μmoIたm"'fhとなり，

硫酸塩還元による有機物消費量は全有機物

消費量の少なくとも78%を占めることが明

らかになった(表.2).

CH3COO-+ 202→H20 + CO2 + HCO:; (6) 

CH
3
COO-十S01-

→S2-+H20十CO2十HCO:;

5CH3COOH + 8NO:; 

(7) 

(8) 
→4N2 +lOC02 +6H20+80H-
硫酸塩還元反応により発生した百2Sは450

μm~800μmの好気領域でDOにより酸化

された.H
2
S酸化領域におけるR(DO)は3.21

μmol/cm3fh， C(DO)は0.112μmOl/cm2fhで

あった.また， R(DO)は2つの領域に分か

れ，膜表面から450μmの領域におけるR

(00)は1.21μmol/cm3fh，C(DO)は0.054μ

moVcm2fhであった.ここで， H2S酸化領域

で消費されたDO震が(C(DO))が全てH2Sを

酸化するために消費されたものと仮定する

と， H2Sの酸化によるDO消費量は生物膜全

体のDO消費量の67%にも達した.これに

より，好気性生物膜内で硫酸塩還元反応が

起こる場合， DOは有機物の酸化及び硝化

のみならずH2Sの酸化によっても消費され

ることが明らかになり，好気性生物膜の好

気的反応、の効率が低下する可能性が示唆さ

れた.

3.2 硫酸塩還元活性に対するN03ーの影響

図.2に，バルク水中に約280μmol/Lの

N03"を添加した場合のDO，N03"， H2S及び

pH濃度profileと硫酸塩還元， H2S酸化， DO 

消費及びN03"消費活性を示す.DOは550μ

mの地点で枯渇したものの，硫酸埴還元反

応は1300μmW-深のみで起こり， N03・が存

在することで嫌気領域においても硫酸塩還
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表.2 図.1， 2における硫酸塩滋元領域，活性皮及ぴブラックス

関.1

図.2

Z州 μm) R(叩Il耐 J(80;-)

950帽1200

1300幽1450

15.8 

0.14 

0.18 

O.∞2 

元反応、が抑制された.表.2に図.1，2におけ

る硫酸塩還元領域， R(S042-)及び'1(SO/)を

まとめて示す.これにより，生物膜内の

N03“濃度の増加に伴い，硫酸塩還元活性を

持つ領域は深層へ変遷することが明らかに

なった.

また，表.2によって硫酸塩還元反応が深

層で起こるほどR(SOt)及び'1(SO/)が低下

することが明らかになった.この理由とし

て， N03ーを添加したことで脱蜜菌の活性が

高まりSRBと脱窒菌が有機物をめぐり競合

したこと，生物膜の基質輸送抵抗1ηために

深層に供給される有機物量が律速すたこと

が考えられる.このように， 00及び~03-

の増加は酸化還元寵位の上昇のみならず，

有機物をめぐる競合を引き起こすことでも

硫酸塩還元活性を低下させることが分かつ

た.さらに， In Si仰の硫離塩還元活性は

00， N03-の侵入深さだけでなく膜厚

16)， sot1， 2)及ぴ有機物濃度1)等の影響を受

けても変動する.硫酸塩還元活性が低下す

ることはH2Sの酸化により消費される00が

減少すること，生物に対し有害であり構造

物の腐食を引き起こすH2Sの発生震が減少

することを意味している.

図.2においても図.1と同様に硫酸塩還元

による有機物消費量が全有機物消費量に占

蕊3 DO， NOゲ及ぴS042舗による酢酸消費量の

会消費量に占める割合(%)

02 NOゲ 80l欄

劉.1 22 o 78 

図.4 19 79 2 

める割合を計算した.結果を表3に示す.

硫酸塩還元反応、により消費される有機物量

はN03-濃度の増加に伴い78%から2%に減少

した.好気性生物膜における他の研究によ

れば，この割合は50%1)または15~202)であ

り，微好気条件下ではより高いことが明ら

かにされた.

図.2において，発生したH2Sは膜表面か

ら500μm以探の750~1050μmの領域にお

いて完全に酸化されたものの， 00は膜表

面から500μm程度で枯渇しており， H2Sの

酸化に関与しなかった. 250μmから1050

μmの領域でN03ーが消費されていることか
ら，この場合のH2Sの酸化は主にN03-によ

るものと考えられる. N03・によるH2Sの酸

化には，硫黄化合物を電子供与体として独

立栄養的に脱窒を行う硫黄脱議菌が関与し

ていると考えられる(式.9)18).このように，

硫酸塩還元反応により発生したH2Sは脱窒

の関与し，生物膜内の硫黄循環は有機物の

分解のみならず窒素の循環と結ぴついてい

ることが明確にされた.

4. 結論

本研究では，微小電極を用いて生物膜内

のH2S，∞， N03-， pH濃度分布プロファイ

ルを測定し，許算によって求めたInSituの

硫酸塩還元， H2S酸化， 00措費， N03-消費

活性度及び活性領域から硫酸塩還元活性を

定量的に評価した.また， N03-濃度の変動

がInSituの硫酸塩還元活性に与える影響を

検討した.その結果，以下のことが明らか

になった.

1.好気性生物膜内においても硫酸塩還元

反応が起こっていたが，発生したH2Sは全

て生物膜内で酸化され，膜外では検出され

なかった.

0.422H2S + 0.422HS-+ NO:; + 0.346C02十O.0865HCO:;+ O.0865NH; (9) 

→O.844S0t十0.5N2+ O.0865CSH702N(biomass) + O.288H+ + 0幼 25H20
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2.生物膜内で起こる硫酸堪還元反応によ

る有機物消費量は全有機物消費量の78%を

占めた.しかし，硫酸塩還元活性の低下に

伴い硫酸塩還元による有機物消費量が全有

機物消費量に占める割合も低下した.

3.H2Sの酸化に伴う00消費量は全00消費

量の67%に達し，好気的な反応、の効率が低

下する可能性が示唆された.また， H2Sの

酸化には00のみならず、N0
3
-が関与してい

た.

本研究の結果から，硫酸塩還苅反応は好

気性生物膜に対し多大な影響を与えること

が明らかになり，今後好気性生物膜の生物

膜モデルや1)アクターの設計に考慮される

ことが望まれる.
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