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はじめに

研究代表者は ｢酸素透過性を制御 した担体に固定化した脱窒菌による好気申脱窒操作に
＼

関する研究｣に関して､平成 7年度文部省科学研究費補助金を申請し､採択された｡本報

ー告は上記研究の成果を総括したものである｡

酵素や微生物などいわゆる生体触媒を固定化して用いる方法は広 く用いられ､実用化に

至っているプロセスもある｡生体触媒を包括固定化する際には､生体触媒の活性維持や固

定化率などが主に注目され､これらの評価に従って固定化方法や固定化担体が選択されて～

きた｡すなわち､固定化担体の機能としては生体触媒をその活性を維持 したまま水に不溶

化することのみが要求されたと言える｡一方､生体触媒の固定化によって､固定化生体触

媒内部の環境がバルクとは異なることが知られている｡これは､固定化担体の立体構造や

化学的性質に起因する｡従って､固定化担体の立体構造や化学性質を制御することによ

り､固定化担体内部の微環境を生体反応に好ましい条件に設定できると期待される｡しかI

し､このような立場から生体触媒固定化担体の調製を試みた研究はほとんどない｡

一方､研究代表者は生活排水の生物学的窒素除去に関する研究を行っており､脱窒反応

に阻害となる酸素が透過しにくい担体に脱窒菌を固定化できれば､バルクが好気的な条件

でも固定化脱窒菌による脱窒操作が可能になるものと考え､固定化担体の機能化 ともに新

しい排水処理操作の開発に寄与するべ く本研究を進めた｡
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第 1章 序論

1.1 生体触媒の固定化と担体の機能について ′

/

酵素や微生物などq)生体触媒を固定化して利用することは､研究室レベル､工業的生産

レベルにおいても広 く用いられている｡生体触媒を固定化する第-の目的は生体触媒を水

に不溶の形にすることである｡生体触媒を水不溶化することにより､生体触媒と培拳液の

分離が容易になり､生体触媒め繰 り返し利用や反応の連続化が可能となる.さらに､固定

化によ云て酵素の安定性が増大すろな･ど､派生的効果も期待できる｡ ,

生体触媒の固定化方法は､担体結合法､架橋法､包括法などの方法に大別されるが､そ

れらの方法の中にも担体の材質や構造ならびにその調整方法､生体触媒を周定化するため

の化学的､物理的相耳作用など固定化条件は非常に多岐にわたる｡生体触媒を固定化する｣

場合には､与の生体触媒の特性に応 じた固定化方法が採用されるが1固寿化方法の選択に､上吋
明確な基準はなく､経験的に行われるか､あるいは多大な労力をかけて多 くの固定化方法

をサーベイして選択する方法が採られている｡これらの場合､固定化方法を選択する基準

としては､当然のこと＼ながら､個 走化後の残存活性に最も注意が払われてきたOこ羊で､

残存活性は､固定化操作時における生体触媒の失活､固定化後の生体触媒の失活あるいは

漏出､固定化による物質移動抵抗の増大や平衡関係の変化′など種々の因子が複雑に関与し

あった結果として現れる｡従って､固定化方法を選択する上で､これら因子の影響を明ら

示にする必要がある.-しかしながら､そのような観点から固定化方法を埠討した研究は少

ないのが現状である｡ ).

アルギン酸カルシウムゲルは､ゲル化条件が非常に穏和であり､固定化に伴う生体触媒

の失活が少ないことから､生体触媒の固定化担体 として広 く用､いられている(Tanaka&

Nakajima,1990)｡アルギン酸カルシウムゲルに限らず､包括固定化法では基質や生成物の

ゲル内の拡散が生体反応に影響を与える場合が比較的多い｡このため､アルギン酸カルシ

ウムゲル中のグルコースや酸素など各種の分子の拡散特性が研究されている(Axelsson&

Persson,1988;Hannouneta1.,1986;Merchanteta1.,1987;RJuggerieta1.,1991;Ruiz-Bevieaeta1.,

1989;Scottetal･,1989;TanakaFtall,1984;Yamadeetal･,1989)oこれらの研究に基づいて､

拡散障害の少ないアルギン酸ゲルを調製する試みも行われている｡すなわ､ち､拡散障害が

少なく＼基質や生成物が拡散しやすいゲル構造を実現することが検討されているが､これ

は､アルギン酸ゲルの物理的構造のみを対象としたものであるといえる去

ここで､生体触媒の固定化に伴う影響について考える｡一般に､ゲル構造に起因する拡
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散に対する立体障害やゲル内外の分配といった影響が挙げられる｡これに関して､イオン

性担体に固定化 した酵素の至適pHが遊離酵素のそれとは一般に異なることは羊く.知られ

ている｡このように固定化操作は固定化 した生体触媒周囲の微環境をバルクとは異なる環

境に変えうる作用を持つ｡もし､基質に対 して親和性を持つ担体､すなわち､基質の分配

係数が 1以上の担体を用いて生体触媒を固定化 した場合､′ゲル中の基質濃度はバルク中よ

りも高 くなり､固定化生体触媒の反応速度はバ元,ク中のそれよりも大きくなると予想 され

る｡また､生体触媒の反応にとって阻害剤が存在する場合､阻害剤に対 して親和性の小さ

い担体を用いれば､ゲル中の阻害剤濃度はバルク中よりも低下し､この場合にも固定化生

体触琴の反応連環はバルク中のそれよりも大きくなると予想される.あるいは､担体が阻

害剤に対 して選択的に透過を阻害するような特性を持っている場合にも固定化することに

よって生体触媒の利用をさらに効果的なものにすることができよう｡このように､特定の

分子種に対する親和性や選択透過性といった性質を積極的に利用すれば､固定化生体触媒

の機能を最大限に利用することが可能となると期待される｡しかしながら､このような観

点から､アルギン酸ゲルに限らず､固定化担体の調製について検討した例はほとんど見受

けられなし､.

1.2 排水の生物学的窒素除去

表流水中の窒素化合物が閉鎖性水域の富栄養化の原因となっていることはよく知られて

いる..また､河川中の窒素化合物は､上水の処理施設において必要塩素量を増大させ､そ

の結果､発癌性が指摘されているトリハロメタ.ンなど塩素殺菌の際の副生成物が生成され

る危険性がある(NationalResearchCouncil,1987)Oさらには､飲用水中の亜硝酸塩あるいは

硝酸塩は､乳幼児のメ トヘモグロビン血症 (ブルーベイビーシンドローム)を引き起こす

ことや､発癌性物質であるニ トロソアミンが体内で生成される原因となることが報告され

ている(Shuvaleta1.,1980;MiⅣish,1977;Wintoneta1.,1971)｡これらのことから､飲用水の

基準や環境基準が改訂され､環境水中の窒素汚濁を防止する必要性が強 く指摘されてい

る｡
礼

環境水中への窒素の汚濁源としては､雅学肥料の過剰散布だけでなく､未処理生活排水

や下水処理施設から･の放流水が大きな割合を占める.]未処理生活排水 を対象 として有機物＼1

除去に加えて窒素の除去を行うためには､小魂模処理に適した軍素除去方法の確立が望ま

れる｡∵方､既存の下水処理極設では､用地等の問題のため新たに窒素除去プロセスを増

設することは困難であると思われる｡従って､新規レイアウトの大幅な変更を伴うことな

く窒素除去機能を既存の好気的排水処理設備に付与する必要がある｡
＼
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1.3 酸素難透過性担体を用いた脱窒菌の固定化

生物学的に窒素を除去するためには､アンモニア体窒素を亜硝酸 ･硝酸体窒素に酸化す

る硝化過程と､硝化によって生じた亜硝酸 ･硝酸体窒素を窒素ガスに還元する脱窒過程を

組み合わせる必要がある｡ここで､硝化過程は好気プロセスであり､脱窒過程は嫌気プロ

セスである｡脱窒菌は通性嫌気性菌であり､分子状酸素が存在する場合にはこれを利用し

て有機物を摂取するが､分子状酸素が存在しない場合には硝酸などの分子中に存在する結

合体酸素を使って有機物を摂取できる菌の総称であるo溶存酸素濃度が0･2-0･5dPlgn･以上

では脱窒反応が進まないことが報告されている(Dawsoneta1.,1972;Oohira,1993)｡すなわ

ち､酸素は脱窒反応に対 して阻害知 として作用する｡

一方､従来の活性汚泥法ある両 ま生物膜法において､好気的条件で有機物の除去を行わ

せる場合でも､脱窒反応を伴う窒素除去が部分的に進行することが報告されている(Aida

eta1.,1986;Han°-etal.,1992;Robertson&Kuenen,1984)｡これは､活性汚泥フロックや生物

膜の表面で好気性微生物の増殖に伴って酸素が消費され､フロック内部あるいは生物膜底

部で嫌気的な部分が生じたためと考えられている｡しかし､このような窒素除去作用は､

バルクの溶存酸素濃度や有機物濃度さらには排水の滞留時間など外部の条件に影響されて

不安定である｡

ここで､生体触媒の固定化を思い出してもらいたい｡生体触媒の固定化はいうまでもな

く生体触媒の水木溶化であるが､同時に生体触媒周囲の徴環境を六ルクのそれとは異なる

状態に設定できる可能性を有している｡脱窒菌を固定化した場合､固定化物の大きさは汚

泥フロックに比べて大きいため､固定化物表面近傍で酸素が消費される結果生 じる嫌気的

な領域は汚泥フロックよりも大きくなるだろう｡もし､脱窒菌を固定化する担体そのもの

か酸素を透過させにくい性質を持つ場合､固定化物内部への酸素フラックスが減少し､固

定化物内部の嫌気的領域はさらに増加すると予想される｡すなわち､.酸素難透過性担体を

用いて脱窒菌を固定化した場合∴バルクが好気的であっても固定化物内部では嫌気的な領

域が広 く､脱窒反応が十分に進行するとともに脱窒反応が外部の環境に左右されにくくな

ると期待される.従って､有機物除去を目的とした既存の排水処理施設あるレさは浄化槽等

に酸素難透過性担体を用いた固定化脱窒菌を投入することにより､比較的簡便に窒素除去

機能を付与できると思われる｡

本研究では､微生物の包括固定化に多用 されるアルギン酸を素材 として､まず､アノ〔ギ

ン酸ゲルの拡散特性とゲル構造の関係について基礎的な検討を行った｡ついや､酸素難透

過性担体の調製を目的として酸素の拡散係数に及ぼすゲル調製条件の検討を希い､脱窒菌

の固定化に適した担体を選定した｡さらに､酸素難透過性担体に脱窒菌を固定化し､脱窒

速度に及ぼす溶存酸素濃度の影響を調べ､バルクが好気的条件のもとで効率的に脱窒操作
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を行わせるための条件を検討 した｡本研究で得 られる結果は､排水処理施設における窒素(

除去機能の付与に限らず､上水処理においても窒素の除去を図る上で有用な知見を与え､

水環境の保全に貢献するものと期待 される｡また､脱窒菌を固体化する担体笹酸素難透過

性という機能を付与させる試みは､従来の固定化法では考慮 されなかったことであり､ア

ルギン酸ゲルの特性評価のみならず､固定化担体の物理化学的性質に基づいて固定化物内

の微環境を生体触媒に好ましいように積極的に制御するアプローチは生物化学工学の分野

にも貢献すると期待 される｡
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第 ?章 アルギン酸ナ トリウムの化学組成の評価

2.1 緒論

アルギン酸カルシウムゲルは､固定化の方法が容易で固定化条件が極めて穏和であるた

めに､酵素や微生物､動植物細胞の固定化に広 く用いられている｡

アルギン酸ナ トリウムは､図2-1に示すように､D-マンヌロン酸 とL-グルロン酸の共重

合体やある｡アルギン酸のゲル化は､L-グルロン酸のプロアクにカルシウムのような多価

カチオンが取 り込まれて､L-グルロン酸ブロックが平行にスタッキングすることにより生

ずる(Bryceeta1.,1974;Smidsrodeta1.,1972)｡このスタッキング部分がエッグ ･ボックス ･

ジャンクション(egg-boxjunction)と呼ばれるもので､合成高分子ゲルの架橋点に相当す

る｡アルギン酸ナ トリウムは海藻類から抽出される天然多糖であり､そのD-マンヌロン酸

としグルロン酸の比率は海藻の種類や細山部位に依存 し一､D-マンヌロン酸 とL-グルロン酸

の組成比 (M/G比)は0.2から2.0程度まで広い範囲にわたっている(Martinseneta1.,1989;

Matsuda,1989)｡アルギン酸の化学的組成 (M/G比)に大きな多様性があること､ゲル化

機構がしグルロン酸ブロックを主体 としたエtjグ ･ボックス ･ジャンクションの形成によ

ることを考えれば､アルギン酸ゲルの構造や固定化物の反応速度がアルギン酸の化学的組)

成の影響を受けることが予想 される｡､しかしながら､アルギン酸ナ トリウムの化学組成が

ゲルの構造や機械的強度､固定化生体触媒の活性などに及ぼす影響についてはこれまでほ

とんど検討されていない｡

アルギン酸ゲルを素材 として､酸素透過性の制御など､固定化担体の機能化を図る場

合､アルギン酸ナ トリウムの化学組成を簡易に評価する必要がある｡アルギン酸ナ トリウ

ムの化学的組成の定量法 としては､lHNMRや 13CNMR(Grasdalen,1981;Grasdaleneta1.,

1974)､circulardichromism(Momiseta1.,1980)等を用いる方法､酸加水分解後にクロマ トグ

ラフィーによる方法 maugeta1.,1974;Heyraud&Leonard,1990)などがあるが､いずれも高

佃な機器を必要とし､手順 も煩雑である｡このため､簡易にアルギン酸の化学的組成を評

価する手法の開発が望まれる｡

カルシウムイオンは､アルギン酸のD-マンヌロン酸残基よりもL-グルロン酸残基に選択

的に取 り込まれることが報告 されている(Mo汀iseta1.,1980;Smidsrodeta1.,1972)｡アルギし

ン酸ナ トリウムのゲル化に際して､L-グルロン酸残基の電荷はカルシウムイオシの結合に

より中和 される.従って､カルシケ与､-アルギン酸複合体の荷電状態はアルギン酸のM/早

比に関係すると予想 される｡本章では､アルギン酸の化学的組成を評価する簡易な手法を
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開発することを目的として､カルシウム-アルギン酸複合体の荷電状態 とアルギン酸の

M/G比の関係を検討 した○

2.2 実験方法

2.2. 1 アルギン酸ナ トリウム

M/G比の異なる7種類のアルギン酸ナ トリウム ((秩)紀文フー ドケミファ､バイオリ

アクター用ダックアルギン)を用いた｡アルギン酸のM/G比は0.21-1.05の範囲であっ

た｡

2.2.2 荷電密度の測定方法

アルギン酸ナ トリウムならびにカルシウムーアルギン酸複合体の荷電密度 をコロイ ド滴

定法(se可u,1969)により測定 した｡

アルギン酸ナ トリウム溶液 (アルギン酸ナ トリウム濃度 220mgn.)に所定量の0.1M塩

化カルシウム溶液を加え､ 5分間撹拝 してカルシウム-アルギン酸複合体 を形成 させた｡

この溶液に少過剰の N/200メチルグリコールキ トサン (MGC)溶液を加え､カルシウム

ーア)げ ン酸複合体 に残存するアニオン基 とMGCをイオン碍合 させて､MG,C-アルギ

ン酸カルシウム複合体 を形成 させた｡次に､指示薬 として トルイジンカ レーを用いて､過

剰のMGCをN/400ポリビニル硫酸カリウム(PVSK)によって逆滴定 した｡

アルギン酸ナ トリウム溶液のpHは0.1N塩酸あ早いは0.1N水酸化ナ トリウム溶液を用

いて調節 した｡実験は全て298Kで行った｡

2.3 実験結果 と考察

2.3.1 アルギン酸の荷電密度

図2-2にアルギン酸の荷電密度 Zに及ぼすpH､M/G比の彪響を示す｡アルギン酸の商電

密度はpHが4.0以下では大きく減少 した｡また､pH9.0堺上ではアルギン酸の荷電密度は

ほぼ一定であった｡また､アルギン酸の荷電密度はM/G比にはほとんど無関係であった｡

､これらの結果は､アルギン酸のpKa値 (グルロン酸のpKa-3.20､マンヌロン酸のpKa-

3.38)(Martinseneta1.,1989)から予測される結果と一致する｡

2.3.2 カルシウム-アルギン酸複合体の荷電密度

グルロン酸残基､マンヌロン酸残基 ともにpHIO以上ではほぼ完全に解離 していると考

えられるため､カルシゥムーアルギン酸複合体の荷電密度はpHIOで測定 した｡一例 とし
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て､M/G比0.85のアルギン酸ナ トリウムを用いた場合の､カルシウムーアルギン酸複合体

a)荷電密度 とカルシウム添加量 との関係を図2-3に示す.･カルシウムーアルギン酸複合体

の荷電密度は､カルシウム添加量が27.5〃molに達するまではカルシウム添加量の増加

に伴い直線的に減少 した｡′さらにカルシウム添加量を増加 させると､カルシウムーアルギ

ン酸複合体の荷電密度は直線的に減少するものの､その傾 きは小 さくなった｡すなわち､

カルシウムーアルギン酸複合体の荷電密度 とカルシウム添加量の関係は2本の直線で表さ

れることがわかった｡ここで､2本の直線の交点に対応する荷電密度を遷移荷電密度 zl

とする｡図より､アルギン酸ナ トリウムとカルシウムイオンの相互作用は2段階のステッ

プにより進行することがわかった｡すなわち､アルギン酸の荷電密度がその初期値である

zoからztまで比較的速 く減少する第 1の過程 と､その後緩やかに荷電密度が減少する第

2の過程である｡さらに､第 1の過程ではカルシウムの添加に伴ってアルギン酸の荷電密

度がより大きく減少することから､第 1の過程ではアルギン酸 とカルシウムイオンの親和

性が第2_の過程よりも強いことが示唆される｡

アルギン酸カルシウムゲルでは､グルロン酸のブロックがカルシウムイオンを伸介 とし

てスタッキングすることにより架橋部分が形成される(Br*ceetal･,1974;Smidsrod,1972)o

また､カルシウムイオンはマンヌ首ン酸ブロックよりもグルロン酸ブロックに優先的に結

′ 合することが報告 されている(Mb汀iseta1.,1980;Smidsrod,1972)｡従って､~図2-3に示され

る第 1の過程 と第 2に過程は､それぞれ､カ~ルシウムイオンがグルロン酸ブロック､マン

ヌロン酸ブロックと相互作用する過程を反映しているものと考えられる'｡このように､カ

ルシウムーアルギン酸複合体の荷電密度 とカルシウム添加量の関係はアルギン酸の化学的

組成､M/G比と関連 していると判断される｡

カルシウム-アルギン酸複合体の荷電密度 とカルシウム添加量の関係は､アルギン酸の

荷電密度zoと遷移荷電密度 ztにより特性イヒすることができる｡ 図2-4にアルギン酸のM/G

比と(zJZo)の関係を示す｡アルギン酸のM/G比は(ZJZo)によって相関できることがわかっ

た｡アルギン酸の化学的組成 と(zJZo)の関係は次式によっ七±5%め誤差で定量的に豪現

された｡

(〟 /G)= 2 .74
- 0 .216

(2-1)

この相関関係は実験式であるが､コロイ ド滴定によってアルギン酸ナ トリウムのM/G比

が簡易に推定できること､を示 している｡
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2.4 結論

カルシウム-アルギン酸複合体の荷電密度 とやルシウム添加量の関係は2本の直線で表

されることがわかった｡さらに､その傾 きがカルシウムイオンとアルギン酸の親和性に対

応することが示唆 された｡アルギン酸のM/d比は(ZJZ.)によって相関できることがわかっ

た｡本章で得 られた相関式によって､コロイ ド滴定によりアルギン酸ナ トリウムのM/G比

が簡易に推定できるものと期待 される｡
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第3章 アルギン酸カルシウムゲルの拡散特性と圧縮強度

3.1 緒言

?

生体触媒の包括固定化に用いられる多 くの高分子材料の中で､アルギン酸は固定化の条

件が極めて穏和であるために多 くの研究者によって用いられている(Tanaka&Nakajima,

1990)｡アルギン酸は､D-マンヌロン酸 とL-グルロン酸のブロック共重合体であり､グル

ロン酸ブロックにカルシウムイオンのような多価カチオンが取 り込まれてスクッキングを

形成することによってゲル化する(Morホeta1.,1978)もまた､アルギン酸は海藻類より抽

出される天然多糖であり､･マンヌロン酸 とグルロン酸の組成は海藻の種類や抽出部位によ

り大きく異なるmaugeta1.,1974)｡

生体触媒を固定化する場合､固定化担体の拡散特性や圧縮強度は担体を選択する上で重

要な†ヾラメ｢夕である｡前章でも述べたように､アルギン酸の化学的組成には大きな多様

性があること､グルロン酸ブロックがゲル化に主要な働 きをすることなどを考慮すれば､

アルギン酸ゲルの架橋構造がアルギン酸の化学的組成に依存すると予琴 される｡さらに､

アルギン酸ナ トリウムが高分子電解質であり､そのコンフォメーションが溶液の温度や

pHなどの環境に依存することから､テルギン酸ゲルの架橋構造が物理的なゲル化条件に

影響される可能性が指摘できる｡

アルギン酸カルシウムゲルの拡散特性に関しては､グルコースの有効拡散係数について

多 くの研究例がある(Axelsson&Persson,1988;Hannouneta1.,1986;Merchanteta1.,1987;

Ruggerieta1.,1991;Ruiz-Bevieaeta1.,1989;Scotteta1.,1989;Tanakaeta1.,1984;Yamadeeta1.,

1989)｡しかし､グルコースの有効拡散係数の測定値は6.8xlOl10m2/Sから4.1xl0-10

m2/Sの範囲に広がっている｡また､これらの研究ではアルギン酸ナ トリウムのイヒ学的組

成やゲル化条件が不明であるために､これらの測定値が異なる理由を明らかにすることは

できない｡従って､アルギン酸カルシウムゲルの拡散特性に関しては､極めて断片的な情

報が散見されるにすぎない｡一方､アルギン酸カルシウムゲルの機械的強度に関しても､
＼

多数の研究例があるものの(Clark&Ross-Mu叩hy,1987;Leoeta1.,1990;Martinseneta1.,

1989,1992)､いずれ■もアルギン酸の組成やゲル化条件に不明な点が多い｡機械的強度を示

す尺度 としては､圧縮強度が最も一般的に用いられる｡Martinsenetal.(1989,1992)は､ア

ルギン酸カルシウムゲルの圧縮輝度に及ぼすアルギン酸組成､濃度の影響について報告 し

ているものの､その他のゲル化条件について検討している例はほとんどない｡

固定化生体触媒を用いる場合には､触媒有効係数が大きく､また､長期の使用に耐える
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ことが望ましい｡このような固定化生体触媒を得るためには､内部の拡散障害が少なく､

機械的強度の大きな固定化担体を用いる必要がある｡従って､アルギン酸ゲルを担体 とし

て用いる場合には､アルギン酸ナ トリウムの化学的組成やゲル化条件を注意深 く選択する

必要がある｡しかしながら､アルギン酸カルシウムゲルの拡散特性や圧縮強度 とこれらの

条件についてはほとんど明らやりこされておらず､系統的な研究が必要である｡

本章の目的は､アルギン酸カルシウムゲルの拡散特性や圧縮強度 とアルギン酸ナ トリウ

ムの化学的組成やゲル化条件を明らかにし､アルギン酸を固定化担体 として用いる場合の

アルギン酸の選択､ゲル化条件の設定指針を得ることにある｡すなわち､アルギン酸ゲル

中のグルコースの有効拡散係数､ゲルの圧縮強度に及ぼす､アルギン酸の化学的組成上分

子量ならびに濃度､温度､岬 といったゲル化条件の影響をまず検討 した｡ついで､得 ら

れた結果に基づいて､アルギン酸カル1シウムゲルの拡散特性､圧縮強度 とゲル構造の関係

について考察 した｡さらに､アルギン酸分子ならびにゲル化条件を選択するための指針を

提示 した｡

3.2 実験方法

3.2.1 アルギン酸

M/G比が既知の7種類のアルギン酸ナ トリウム ((秩)紀文フー ドケミファ､バイオ.リ

アクター用ダックアルギン)ならびに純正製薬 (秩)製のアルギン酸ナ トリウムを用い

た｡紀文フー ドケミファ製のアルギン酸のM/G比は0.21から1.05であった｡また､純正製

薬 (秩)製のアルギン酸ナ トリウム峠コロイ ド滴定法 (Kozawaeta1.,1994)により､0,38と

推定 された｡

3.2.2 アルギン酸カルシウムゲルビーズの調製法

アルギン酸ナ トリウム溶液を､内径 1.7mm のガラス管を通 して､濃度 0.18Mの塩化カ

ルシウム溶液に滴下することによりアルギン酸カルシウムゲルビーズを調製 t/た｡アルギ

ン酸ナ トリウム溶液の粘度は､溶液を加熱することによ?て低下する (Loeetal･,1990)0

394Kで加熱処理 したアルギン酸溶液を用いて､アルギン酸溶液の粘度がグルj-スの拡

散係数や圧縮強度に及ぼす影響を調べた｡粘度は､Couette型粘度計 (visムotestervT-04,

RionCo.Ltd.)を用いて測定 した｡アルギン酸溶液の粘度は､1.5から8.0%(W/V)の範囲

で変化 させた｡ゲル化温度､すなわち滴下するアルギン酸溶液 と塩化カルシウム溶液の温

度は278Kから328Kの範囲で変化 させた｡ゲル化pHは､0.1N塩酸あるいは0.1N水酸

化ナ トリウム溶液を用いて調節 した｡調製したアルギン酸カルシウムゲルどこズの直径
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は､M/G比､粘度､濃度､温度､pHに依存 して変化 し､1.55mmから2.23mmの範囲で

あった｡アルギン酸ゲルビーズは12時間以上､ゲル化浴中でキュアリングした｡

3.2'.3 アルギン酸カルシウムゲル中の有効拡散係数

1)拡散式

球についての拡散方程式は次式で与えられる｡

i -De(許 2% )
(3-1)

ここで､以下の仮定を設ける｡

ゲル内の構造は均一であり､ゲルならびに拡散分子種の物理的性質は一定であ

る

′ 拡散は半径方向のみに起こり､角度方向は濃度変化はない

ゲル内では分子拡散のみを考え､拡散分子種の特異的吸着や反応による消失は

ない

時間t=0で､ゲル内部には拡散分子準が存在せず､外部溶液の濃度が CLOである.また､

外液の体積は有限であり､十分に撹拝されておりゲル表面の液境膜における物質移動抵抗

が無視できる場合､初期及び境界条件は次式で与えられる｡

initialconditions;

att=0,0_<r≦R;C=O

att=0,0≦r≦R;CL=CLO

boundaryconditions;

atて>0,r=R;Cr=KpCL

atJ>0,r=0;

ati,0,r-R;V(%)--47R _2De(i)1,=R

これらの条件のもとで(311)式を解 くと､外液の濃度変化を表す式 として次式が得ら-YLる｡

!室長 二α

CLO 1+α

由6(
leg

1･α)exp(~Deqn2%2)

9+9a+qn2a2

3-3

(3-2)



ド

ここで､tは時間､Rはビーズ半径､Vはゲルビーズの体積を含 まない外液の体積､■cLは

外液のグルコース (拡散種).の濃度､cL.は外液の初期グルコース濃度､Kpは分配係

数､αは次式で定義 される無次元パラメータである｡

3V
α=

47訳3NKp

また､Nはビーズの個数､qnは(3-4)式の0でない正の根である｡

tanqn=
3qn

3+aqn2

(3-3)

(3-4)

2)実験方法

実験装置の概略を図 3-1に示す｡リアクタ一一は内径 5bmmの円筒槽であり､内部に幅 5

mm､高さ25mmの邪魔板を設置 した｡操作液体積は 100mrLとした｡′液は､マグネチック

スターラーで撹拝 した｡̀撹拝速度は 10.42S-1とした｡なお､予備実験において､この撹

拝速度ではビーズ表面の液境膜拡散抵抗は軽視 しうることを確認 した｡ビーズの個数は

1000個 とし､その直径は写真撮影により測定 した｡､グルコースの初期濃度は50g凡 とし

た｡なお､･アルギン酸ゲルビーズの強度を保つためも子､少量の塩化カルシウム(0.25%)を√d

液に添加 した.グルコースの拡散実験は､すべて､温度 303K､p甲7.0の条件で行った｡ノ

キュアー)ングしたアルギン酸ゲルビーズは拡散実験の前に､0.25%(W/V)塩化カルシウム

溶液 (温度 303K､pH7.0)に60分間浸潰 した｡

外液中のグルコース濃度は酵素法により定量 した｡グルコースの有効拡散係数は実験

データを(3-2)式にカーブフイットすることにより決定 した｡分配係数は次式から実験的に

求めた｡

Kp=
3V CLO-CLE

47CR3N CLE

(3-5)

ここで､CLEは平衡状態に達 したときの外液のグルコース濃度である｡

3.2.4 アルギン酸カルシウムゲルの圧縮強度

圧縮強度によりゲルの機械的強度を評価一した｡圧縮強度は､ア)I,ギン酸ゲルビーズに一

定速度で荷重を加え､初期の直径の75% までゲルを圧縮するのに要 した荷重で定義 した

(Gilsoneta1.,1990).測定装置ならびに方法はGilsonetal.(1990)に従って行っ7=｡キュア

リングしたアルギン酸ゲルビーズは測定の前に､0.､18M塩化カルシウム溶液 (温度 303K
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pH7･0)に60分間浸漬 した｡

3.3 実験結果 と考察

3.3.1 分配係数

実験を行った全ての条件について､アルギン酸カルシウムゲルに対するグルコースの分

配係数は0.98から1.00の範囲であった｡分配係数の平均値は0.998であり､ほぼ1とみなす

ことが出来る｡ この結果は､Tanakaetal.(1984)の結果とほぼ等 しかった｡

3.3.2 M/G比の影響

図3-2に､有限容積中からゲルビーズへの拡散実験におけるグルコース濃度の経時変化

の例を示す｡由中のデータは外液中のグルコース濃度であり､曲線は(3-2)式をフィッティ

ングしたものである｡M/d比が大きなノァルギン酸ナ トリウムから調製 したカルシウムゲル

では､グルコース濃度の変化が綬やかになること､すなわち､ゲル中のグルコースの拡散

係数が減少することがわかる｡また､図に示 したいずれの場合にも､(3-2)式によりグル

コース濃度の変化を定量的に表現できること､従って､本研究で用いた方法によりグル

コースの拡散係数が再現性よく測定できることが示される｡

グルコースの拡散係数に及ぼすアルギン酸のM/G比の影響を図3-3に示す｡アルギン酸

カルシウムゲル中のグルコースの有効拡散係数 DEは､M/G比が約0.4までは水中における

グルコースの分子拡散係数Dw(Dw=6.80x10-10m2/S)とほぼ等 しかった｡M/G比が0.4以ご

上に増加すると有効拡散係数は減少 し､M/G比1.0以上では一定値に近づ く傾向にあっ

た｡一方､アルギン酸カルシウムゲルの圧縮強度に及ぼすM/G比の影響を図3-4に示す｡

ゲルの圧縮強度は､M/G比の増加 とともに直線的に減少 した｡

アルギン酸カルシウムゲルの構造を表すモデルとして､Egg-boxjunctionmodel(Mo汀iset

a1.,1978;Clark&Ross-M urphy,1987)が広 く受け入れられてい る｡このモデルでは､アル

ギン酸分子中のグルロン酸ブロックがカルシウムイオンを介 してEgg-boxjunctionと呼ばれ

る架橋部を形成することによりゲル化が起こるとされる｡.すなわち､アルギン酸ゲルで

は､図2-1に示 したように､架橋部を形成するグルロン酸ブロックと架橋には関与 しない

マンヌロン酸ブロックが交互に繰 り返されると考えられる｡ここで､架槽部 (グルロン酸

ブロック)は剛直で直線状であるのに対 し､マンヌロン酸ブロックは柔軟で典型的な高分

子電解質とーしての挙動を示す (clark&Ross-Murphy,1987).｡､

ここで､M/G比=0.21の場合を例にとって､グルロン酸含有量の大きいアルギン酸カル

シウムゲルの構造を考える｡M/G比=0.21のアルギン酸では､マンヌロン酸 とグルロン酸
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の比率が約1:5となることから､アルギン酸の大部分をグルロン酸残基が占めることにな

る｡このようなアルギン酸がゲル化する場合､剛直で直線状の架橋部が､その両端でマン

メロン酸ブロックを介 して結合 しているような構造を取ると予想 される｡すなわち､豆ン

メロン酸ブロックの鎖端間距離よりもegg-boxjunctionの長さのほうがはるかに大きくな

ると考えられる｡従って､M/G比の大きなアルギン酸ナ トリウムから調製 したゲルの網目

構造は剛直な架橋部分の長さにより代表されると考えられる｡

アルギン酸のM/G比が増加すると､剛直な架橋部分の長さが減 り､架橋部分両端に位置

するマンヌロン酸鎖の絡み合った領域が増大する｡架橋部分の長さがM/G比の増加 ととも

に減少 し､従って､ゲルの網目の大きさも減少するものと考えられる｡ゲルの網目構造が

小さくなれば､拡散に対する立体障害が大きくなり､ゲル中の有効拡散係数は低下する｡

先に述べたM/G比に対するグルコースの有効拡散係数の依存性は､上述のゲル構造を考え

ることにより説明できるであろう｡ なお､M/G比が0.7付近で有効拡散係数が大きく減少

するが､これは､アルギン酸カルシウムのゲル構造がM/G比の増加に伴い､その特性長さ

が egg-b?xjunctionの長さにより決まる様式から､柔軟な高分子鎖 (マンヌロン酸 ドメイ

ン)の絡み合いによる様式六の転移に起因するものと思われる｡

一方､アルギン酸カルシウムゲルの圧縮強度はM/G比の増加 とともに直線的に減少 し

たoアルギン酸ゲルの~egg-boxjuhctfon架橋臥 (グルロン酸ブロック)は直線状で剛直で

あり､マンヌロン酸 ドメインは柔軟な水溶性高分子としての性質を持つ｡従って､M/G比

の増加､すなわち､マンヌロン酸含有量の増加に伴って､ゲルの柔軟性が増加､し､圧縮に

対する強度が低下 したものと考えられる｡

以上の結果より､アルギン酸のM/G比が小さいほどゲルの拡散障害が少なく､また､機

械的圧縮強度が高いことがわかった｡すなわち､生体触媒を画定化する場合､アルギン酸

の化学的組成 としてはM/G比の小 さいことが望ましいと結論づけられる｡

3.3.3 粘度の影響

高分子の物理化学的特性を表すパラメ-夕の一つに高分子の分子量がある｡アルギン酸

ナ トリウムの分子量も､ゲルの構造に影響するものと考えられる｡高分子の分子量は固有

粘度により評価 されるが､その測定法法はやや煩雑であるため､本研究ではアルギン酸ナ

トリウム溶液の粘度をパラメータとして､アルギン酸ゲルの拡散特性､機 械的圧縮強度を

検討 した｡アルギン酸ナ トリウムを加熱処理 (オー トクレーブ､121℃)することにより

溶液の粘度は低下するが､これはアルギン酸ナ トリウム分子の解重合によることザ報告さ′

れている(Loeeta1.,1990)｡そこで､本研究ではアルギン酸溶液を加熱処理する時間を黍

えることにより､溶液の粘度を変化させた｡
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図3-5にアルギン酸ナ トリウム溶液の粘度がアルギン酸ゲル中のグルコースの有効拡散

係数に及ぼす影響を示す｡アルギン酸ナ トリウ′ム溶液の粘度は､加熱処理により大 きく低

下した｡ しかし､グルコースの有効拡散係数はアルギン酸ナ トリウム溶液の粘度にはほと

んど依存 しなかった｡また､ゲルビーズg)圧縮強度に及ぼす粘度の影響を図3-6に示す｡

アルギン酸溶液の濃度を6%とした場合､ゲルの圧縮強度は溶液の粘度の低下に伴いわず

かながら減少 した｡これに対 し､アルギン酸溶液の濃度を2%とした場合､｣ゲルの圧縮強

度は溶液の粘度の低下にほとんど依存 しなかった｡

アルギン酸ナ トリウム溶液の粘度の低下は､アルギン酸分子の分子量の低下に起因す

る.上述の結果よりこアルギン酸カルシウムゲル中のグルコ-スの拡散係数や庄縮強度は

アルギン酸分子の分子量にほとんど依存 しないことがわかった｡これは､アルギン酸ゲル

の構造が､アルギン酸分子の分子量には影響されないことを示唆 している｡アルギン酸分

子の分子量が低下 しても､ゲル化が起こるためにはアルギン酸分子中に複数の架橋部すな

わちグルロン酸ブロックが存在することが必要である｡･従って､アルギン酸の分子量が低

下しても､egg-boxjunctionの部分で､いわば､アルギン酸分子の継 ぎ足 しが起こったよう

な状況が出来､その結果､ゲルの構造がアルギシ酸分子の分子量に依存 しなかったものと

推察される｡

アルギン酸ナ トリグムを用いて生体触媒を固定化する場合､二股に､殺菌のためにアル

ギン酸ナ トリウム溶液を加熱処理する｡本節で得 られた結果より､アルギン酸ナ トリウム

溶液を加熱処理 した場合でも､ゲル中の拡散係数や圧縮強度には影響がほとんどないもの

と判断される｡

3.3.4 濃度の影響

図3-7に､グルコースの拡散係数に及ぼすアルギン酸濃度の影響を､グルコースの拡散

係数について既往の報告値 (Axelsson皮Persson,1988;Hannouneta1.,1986;Merchanteta1.,

1987;Ruggerieta1.,1991;Ruiz-Bevieaeta1.,1989;Scotteta1.,1989;Tanakaeta1.,1984;Yamade

eta1.,1989)とともに示す｡文献値では､アルギン酸濃度の増加に伴いグルコースの有効拡

散係数が減少する傾向が認められるが､そのイ酎まばらついている｡ また､これらの文献値

では､アル車ン酸ナ トリウムのM/G比､粘度､調製温度やpHなどは明らかにされておら

ず､ゲル調製条件がゲルの拡散特性に及ぼす影響を比較することは不可能である｡図3-7

の結果より､アルギン酸濃度が2%以上になるとグルコースの有効拡散係数が大きく低下

すること､アルギン酸濃度の増加 とともに拡散係数は.-定借に近づ く傾向にあることがわ

かった｡なお､本実験で得 られたグルコースの有効拡散係数の値は､既往の文献値をほぼ

網羅していること､濃度に対する依存性が既往の研究結果と定性的に一致することなどか
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ら､これまで報告 された有効係数の値の違いは､主にアルギン酸ナ トリウムのM/G比や濃

度などゲル調製条件の差異に起因していると考えられる｡言い換えれば､アルギン僚 ゲル

の拡散特性や機械的強度を検討する場合､用いたアルギン酸の物理化学的特性ならびにゲ

ル調製条件 を明 らかにする必要があると判断される｡

また､アルギン酸ゲルの圧縮強度に及ぼすアルギン酸濃度の影響を図3-8に示す｡ゲル

強度はアルギン酸濃度の増加に伴い増加すること､アルギン酸濃度が高いほどアルギン酸~~ヽ

のM/G比の影響が大 きく現れることがわかった｡

グルコースの有効拡散係数､圧縮強度に及ぼすアルギン酸濃度の影響は､アルギン酸濃

度の増加に伴 うアルギン酸分子の体積分率の増加ならびに架橋密度の増加により説明 され

る｡また､グルロン酸含有量の大きいゲルについては､アルギン酸濃度が 2%以上になる

と拡散障害が急に大 きくなることを考えると､極端に高いゲル強度が必要 とされる場合を

除いて,t生体触媒 を固定化する歳のアルギン酸濃度 としそは 2%程度が好 ましいと結論づ

けられる｡

3.3.5 ゲル化pHの影響

アルギン酸ナ トリウムは高分子電解質であり､そのコンフォメーションは溶液のpHや

イオン強度､温度 といった環境によって影響 される｡アルギン酸ナ トリウムがゲル化する

一際にはそのコンフォメーションがゲルの構造に影響を与えるものと予想 され.る｡

図3-9にグルコースの有効拡散係数に及ぼすゲル化pHの影響を示す｡ゲル化pHが6から8

の範囲では､グルコ丁スの有効拡革係数 DEは水中での分子拡散係数の値 Dwに等 しかっヽ

た｡ゲル化pHが6以下になると､拡散係数の値はpHの低下 とともに大 きく減少 し､pH5

以下では PEn)W)は約0.8で一定 となった｡一方､pHが8以上では､pHの増加 とともに拡

散係数の値は急激に減少 し､pH9以上で PdDw)は約0.8で一定 となったO図3-10にゲル

の圧縮強度に及ぼすゲル化pHの影響を示す｡ゲル強度は､pH6以下では､ゲル化pHの低

下 とともに大 きく減少 した｡また､pH9以上ではゲル化pHの増加 とともにわずかながら

減少 した｡すなわち､ゲル化pHが酸性側 (pH<6)あるいはアルカリ側(pH>9),では､グル

コースの拡散係数ならびに圧縮強度 とも中性域に比べて低下することがわかった｡

アルギン酸ナ トリウム溶液の粘度は､pHが8以上あるいはpHが6以下で低下 した｡例え

ば､pH7.0では粘度〃が 2.4Pasであるのに対 し､pHll.0では〃=1.6Pas､pH4.5では

〃=1.05Pasであ り､酸性側で粘度の低下が大きかった｡酸性側でのpHの減少はアルギ

ン酸ナ トリウムの解離が抑制 されたため､アルカリ側でのpHの低下はイオン強度の増加

によるものと考えられる｡pH調整にともなう粘度の低下は､アルギン酸分子の水力学的

抵抗の減少､すなわち分子の広が りが小 さくなったことに対応する｡アルギン酸分子の広
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がりの低下は､アルギン酸分子の広が り中のセグメント密度が羊曽加すること､アルギン酸

分子同士の絡み合いが減ることを意味する｡すなわち､分子内のセグメント密度が増加 し

てゲ ルの網目のサイズが減少すると同時に､分子間の架橋の程度が減少することになる｡

従って､アルギン酸分子の広が りが低下するにともない､ゲルは微密になるととも′に分子

間の架橋密度が低下すると考えられる｡上述した､pHの変化に伴 うグルコースの拡散係

､数､圧縮強度の依存性は､アルギン酸分子のコンラォメ-ションの変化に起因すると思わ

れる｡

3.3.6 ゲル化温度の影響

図3-11にグルコースの有効拡散係数に及ぼすゲル化温度の影響を示す｡温度 298K以下

でゲル化 させたアルギン酸カルシウムゲル中のグルコースの有効拡散係数は水中での分子

拡散係数の値 とほぼ等 しかった｡ゲル化温度約 300K以上では､ゲル化温度の増加に伴い

拡散係数の値は大きく低下 し､313K以上でほぼ一定となった｡ゲル化温度 313Kにおけ

る拡散係数の値は､水中での分子拡散係数の約 j4%であった｡また､図3_12にゲルの圧

縮強度に及ぼすゲル化温度の影響を示す｡ゲルの圧縮強度はゲル化温度約 300Kまではゲ

ル化温度に関わらずほぼ一定であった｡ゲル温度約 300K以上ではゲル化温度の上昇に伴

い圧縮強度は低下 した｡

アル車ン酸カルシウムゲル中のグルコースの拡散係数ならびに圧縮強度に及ぼすゲル化

温度の影響 としては､拡散係数の減少 と圧縮強度の低下か連動 していることがわかった｡

この結果は､先に示 したpHの影響 と定性的に類似 している｡すなわち､ゲル化温度の影

響のメカニズムとして､アルギン酸ナ トリウム分子のコンフォメ-シ ョ しンが関係 している

ものと予想 される｡図3-13にアルギン酸溶液の粘度に及ぼす温度の影響を示す｡ここで､

溶媒である水の粘度に及ぼす温度の影響を除くために､アルギン酸溶液の粘度を水の粘度

に対する相対値 として表 した｡アルギン酸溶液の相対粘度は温度300K付近を境 として､･

それより低温側 と高温側では異なる温度依存性を示すことがわかった｡すなわち､′温度 ′

300K以上では温度の上昇に伴 うアルギン酸溶液の粘度が減少する割合が大きくなるこ

と､言い換えれば､温度 300K以上ではアルギン酸分子の広が りが相対的に小 さくなるこ

とがわかった｡従って､アルギン酸カルシウみゲル中ののグルコースの拡散係数ならびに

圧縮強度に及ぼすゲル化温度の影響は､アルギン酸分子のアンフォメ-シヨシの温度依存1

性によるものと推察される｡ '

3.3.7 アルギン酸ナ トリウム､ゲル化条件の選択基準

生体触媒の包括固定化を目的とした場合､アルギン酸カルシウムゲルの特性 としては､
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拡散障害が小 さく､かつ､機械的強度の大きなことが要求される｡本章で得 られた結果を

基に､拡散障害が小 さく､機械的圧縮強度の大きいアルギン酸カルシウムゲルを調製する

ためには､下記の条件を浦たす必要の奉ることがわかった｡

アルギン酸の化学組成 として､M/G比が0.5以下であること

アルギン酸濃度は､圧縮強度を特に大きくする必要のない場合には､2%が望

ましい｡この場合､加熱処理による分子量の低下はゲルの特性に影響 しない｡

ゲル化pHは6から8の範囲にあること

ゲル化温度は298K以下が望ましい

3.4 結論

本章では､ゲル中へのグルコースの有効拡散係数ならびに機械的圧縮強度を種々のゲル

化条件において系統(射こ測定することによりアルギン酸カルシウムゲルの構造を検討 し

た｡グルコースの有効拡散係数ならびに機械的圧縮強度に及ぼすアルギン酸ナ トリウムの

M/G比､粘度､濃度､ゲル化pH､ゲル化温度の影響を明らかにするとともに､得 られた

結果をアルギン酸分子の構造､コンフォメーションの観点より考察 した｡その結果､アル

ギン酸ゲルの特性がゲル化条件に依存すること､さらに､拡散障害か小 さく機械的圧縮強

度の大きなゲルを調製するための条件を提示 した｡本章で得 られた結果は､生体触媒の画

定化に適 したアルギン酸ゲルを調製する指針を与えるとともに､アルギン酸ゲルの機能や

構造を生体触媒の反応にあわせて制御できる可能姓を示 したものと評価 される｡
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第4章 脱窒菌の固定化に適 した担体の調製

4.1.緒論

･生物学的窒素除去プロセスは､アンモニア体窒素を硝酸体窒素に酸化する硝化過程 と硝

酸体窒素を窒素ガスに還元する脱窒過程に分けられる｡硝化過程は好気プロセスであり､

通常の生物学的排水処理プロセスでは有機物除去 とシーケンシャルに行われる｡これに対

して､脱窒過程は嫌気プロセスである｡このため､生物学的に窒素を除去するためには､

有機物除去 と硝化 といった好気プロセスと脱窒過程を別個に行わせる必要がある｡生物学

的窒素除去では好気プロセスと嫌気プロセスを組み合わせる必要があり､設備の大型化､

維持管理の煩雑 さは避けられない｡

脱窒反応を担う脱窒菌は後屈栄養通性嫌気性菌で硝酸呼吸を行える微生物群の総称であ

る｡すなわち､脱窒菌は分子状酸素が存在する場合にはこれを利用 して有機物を摂取する

が､分子状酸素が存在 しない場合には硝酸などの結合体酸素を利用 して有機物を摂取す

る｡従って､脱窒過程に着目すれば､溶存酸素は脱窒反応において阻害剤であると見なす

ことが出来る｡通常の活性汚泥法あるいは生物膜法において､バルクの溶存酸素濃度が2

mgp.程度の場合でも脱窒が部分的に進行することが報告されている(Aidaetal.,1986;Han°

eta1.,1992;Robertson&Kuenen,1984;Shidara,1984;Martinseneta1.,1992)｡これは､活性汚

泥フロックや生物膜の表面で好気性菌 (BOD酸化菌や脱窒菌)により酸素が消費され､フ

ロック内部あるいは生物膜底部において嫌気的な部分が生ずるためであるo従って､も

し､酸素を透過させにくい担体に脱窒菌を固定化できれば､バルクからの酸素フラックス

そのものが減少するため､固定化物内部で嫌気性の領域が広 くなり､固定化物内軸で脱窒

反応がより進行するも′のと期待される.すなわち､バルクが好気的で為 っても固定化物内

部では脱窒が十分に進希することになる｡このようを固定化脱窒菌が調製できれば､生物

学的窒素除去を好気的プロセス内で行わせることができ､排水処理プロセスのコンパクト

化､維持管理の簡便化を図五ことが可能となる.

一方､固定化担体の特性に着目すると､これまでは､固定化物の活性を維持することに

注意が払われてきた｡例えば､固定化時の生体触媒の残存活性や生体触媒の漏出､拡散障

害などが固定化方法や担体を選定する上で重要な基準であった(Ogbonna,;Himestaetal.,

1983;Tanakaeta1.,1984;Yamade,1989)｡固定化による生体触媒-の影響については､基質

や生成物に対する拡散障害や分配などが挙げられるが､これらの特性を逆に生体反応を効

率的に進めるために積極的に利用する試みはほとんど行われていない｡例えば､基質と親
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和性の高い素材を用いて生体触媒を固定化すれば､固定化物内部の基質濃度をバルクより

も高 くできるため､固定化生体触媒の反応速度がバルクの場合よりも大きくなる可能性が

ある｡逆に､阻害剤がある場合には､阻害剤 と親和性の小 さい担体あるいは阻害剤の透過

性が小 さい担体を用いれば､固定化物内の阻害剤濃度が低下 し固定化生体触媒の反応 を促

進することが可能となるbこのようノに､固定化担体の親和性や選択透過性を生体反応に積

極的に利用することにより､生体反応を効率的に行わせることが可能となる｡

本章では､脱窒菌の固定化に適 した担体を調製すlることを目的とするo固定化担体の素

材 としては､微生物の包括固定化に広 く用いられていること､ゲル調製条件によりゲルの

構造が制御 しやすレ1ことなどの観点から､アルギン酸を選択 した｡まず､酸素の透過性の

小さいアルギン酸ゲルを調製することを目的として､アルギン酸ゲル中の酸素の有効拡散

係数に及ぼすゲル化剤､アルギン酸の組成の影響について検討 した｡ついで､脱窒反応の

基質となるグルコース､硝酸イオンの有効拡散係数について検討 し､得 られた結果に基づ

いて､脱窒菌の固定化に適 した担体を選択 し長.また､その担体の機械的強度についても

検討を加えた｡

4.2 実験方法

牛 2･1 アルギン酸ゲルの調製

アルギン酸ナ トリウムとして､紀文フ-ザケミファ製 (M/G比=0.21-1.05)と純正製

薬製 (M/G比 =0.38(Kozawaeta1.,1994))のものを用いたoゲル化剤 として､塩化カルシ

ウム､塩化ス トロンチウム､塩化バリウムを用いた｡

酸素の有効拡散係数を測定する場合には平膜状ゲルを用いた｡平膜状ゲルは､12%(W/V)

アルギン酸ナ トリウム溶液をガラス板上にキヤ云 トし､これを0.18M ゲル化浴に投漬 し

て調製 した｡ゲル膜はゲル化浴で12時間以上キュアリングしたものを用いた｡製膜時の

pHは7､温度は298Kとした.ゲル膜の厚 別ま､最小目盛 1FLmのマイクロメータを用いて

測定 した｡

硝酸イオン､グルコースの拡散係数ならびに圧縮強度を測定する場合にはビーズ状ゲル

を用いた｡ゼ-ズ状ゲルの調整方法は′前章で用いた方法 と同じである｡ゲル化浴の濃度は

0･11.8M､ゲル化時のpHは7､温度は298Kとした.､実験にはゲル化浴で12時間以上キ.1ア

リングしたビーズを用いた.ビーズの直径は写真撮影に'より行った.

4.2.2 酸素の有効拡散係数

1)拡散方程式

拡散分子種が酸素の場合､ゲル内の酸素濃度を任意の値に調節することは困難であるた
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め､ゲル膜を介 しての酸素の非定常拡散によりアルギン酸ゲル膜中の酸素の有効拡散係数

を評価 した｡

有限容積の噂液 (下槽)からゲル膜を介して､無限体積の溶液 (上槽)への非定常拡散

は次式によって表される(Crank,1975)0

V慧 -響 (C-cJ (4-1)

ここで,iVは下槽の容積､Cは下槽の酸素濃度､tは時間､Aはゲル膜の面積､Deは有効

拡散係数､Kpは分配係数､Lはゲル膜の厚 さ､Cuは上槽の酸素濃度であり､両槽 とも完

全混合を仮定 した｡また､初期条件は次式で表される｡

att=ti, C=C. (4-2)

ここで､tiはゲル膜中の酸素の濃度分布が(4-1)式で表されるようになるまでに要する誘導

時間である｡上記の初期条件を用いて(4-1)式を解 くと､下槽の溶存酸素濃度の変化を表す

式として(4-3)式が得られる(Suneta1.,1989)0

･n(吉藷卜讐t (4-3,

2)実験装置と方法

図4-1に実験装置の概略を示す(suneta1.,1989)｡槽は､内径 50mmのアクリル樹脂製

で､アルギン酸ゲル膜を挟んで上下2槽に分かれている｡上槽に窒素を連続的に供給 して

溶存酸素濃度を0に保ちながら､下槽から酸素をゲル膜を介して透過させた｡上槽の操作

液量は200mL､･下槽の操作液畢 Vは130mL､アルギン酸ゲル膜の面積は19.0cm2であ

る｡実験温度は303Kで一定 とした｡なお､上下槽内とも十分に撹拝 した｡

酸素の拡散係数は､■下槽の溶存酸素濃度の変化をDOメーターを用いて測定 し､データ

を(4-3)式にフィッティングして求めた｡なお､303Kにおける酸素の水中での拡散係数

Dwの値 として､2.56xl0-9m2/Sを用いた.

4.2.3 硝酸イオン､グルコースの有効拡散係数

硝酸イオン､グルコースの拡散係数は､前章で述べたように､有限容積の溶液中からゲ

ルビーズへの非定常拡散により測定した(Tanakaeta1.,1984)｡測定に用いた装置ならびに

方法は､ゲル化剤の種類を変えた他は､前章で述べた方法と同様である｡
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硝酸イオン､グルコースの初期濃度は∴それぞれ､ll.1g凡､50g凡 としたo硝酸イオ

ン濃度はイオンクロマ トグラフィー､グルコース濃度は酵素法によ りそれぞれ測定 した｡

水中におけるグルコースの拡散係数 Dwの値 として6.80Ⅹ10-9m2/S(303K)､硝酸イオ

ンの拡散係数の値 としてDwは2.16x10-9m2/S(298K,AⅣin&Kdstensen,1982)をそれぞれ

用いた｡温度 303Kにおける硝酸イオンの拡散係数は､次の Stokes-Einsteinの式を用いて

求めた｡

メ♂'
∫)=一一二二ー

67ZaFL
(4-4)

4.2.3 機械的圧縮強度

アルギン酸ゲルビーズに一定の速度で荷重を加え､元の直径の75%に圧縮するのに要

した力でゲルの機械的圧縮強度を測定 した｡ゲルビーズの調整方法は､ゲル化剤を変えた

以外は前章で述べた方法 と同一である｡また､圧縮強度の測定装置ならびに測定法 も前章

で用いたものと同じである｡

4.3 実験結果 と考察

4.3.1 酸素の有効拡散係数

図4-2に､下槽における溶存酸素濃度の経時変化を示す｡溶存酸素濃度の変化は(4-3)式

で定量的に表された｡また､図中の直線の傾 きより､アルギン酸ゲル内の酸素の有効拡散

係数の値 Deを求めた｡

図4-3に､アルギン酸ゲル内の酸素の有効拡散係数の値 Deに及ぼすゲル化剤､アルギン

酸のM/G比の影響を示す｡アルギン酸カルシウム､アルギン酸ス トロンチウム､アルギン

酸バリウムいずれのゲルにおいても､酸素の拡散係数はWG比にはほとんど依存 しなかっ

た｡Lまた､アルギン酸カル シウ旦中の酸素の拡散係数は水中における値の約80%､アル

ギン酸ス トロンチウムでは約70%､アルギン酸バリウムでは約50%であった｡すなわ

ち､アルギン酸ゲル中の酸素の拡散係数はゲル化剤の影響を大きく受けること､本章で検

討したゲル化剤の中ではアルギン酸バリウムゲル車の酸素の拡散係数が最 も小 さいことが

わかった｡アルギン酸バリウムゲル中の酸素の拡散係数 として､DePwの値が0.02-0.54

であると報告 されている(Kurosawaeta1.,1989;Ogbonnaetal.,;Himqstraeta1.,1983).これ

らの値は､固寿化微生物の活性 より推定 した値であり､微生物の種類や測定条件に依存す

ると予想 される｡従って､アルギン酸ゲル中の酸素の拡散係数 としては､本研究で得 られ

た値がアルギン酸ゲル固有の値であると判断される｡
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以上の結果より､アルギン酸バリウムゲルは酸素が拡散 しにくい､すなわち､酸素透過

性に乏 しい担体であることが確認された｡

4.3.2 硝酸イオンの有効拡散係数

図4-4に､硝酸イオンの拡散係数に及ぼすゲル化剤､アルギン酸のWG比の影響を示

す｡データにややばらつきが認められるものの､硝酸イオンの拡散係数はゲル化剤にはほ

一定であった｡さらに､M/G比が増加すると硝酸イオンの拡散係数はわずかながら減少

し､M/Gが1.05ではDJDwの値は約0.8であった.

以上の結果より､アルギン酸カルシウム､アルギン酸ス トロンチウム､アルギン酸バリ

ウムいずれのゲルについても､アルギン酸のM/G比を0.6以下にすれば､ゲル化剤に関わ

らず硝酸イオンの拡散 しやすい担体を調製できることがわかった｡

4.3.3 グルコースの有効拡散係数

図4-5に､グルコースの有効拡散係数に及ぼすゲル化剤､アルギン酸ゐM/G比の影響を

示す｡アルギン酸カルシウムゲルでは､M/G比が約0.4まではグルコースの拡散係数の値

は水中での値 とほほ等 しかった｡M/G比が0.4以上ではM/G比の増加 とともにDen)Wの値は

大きく減少 し､M/G比が1以上でDen)Wの値は約0.7であった｡アルギン酸ス トロンチウム

ゲルでは､M/d比が約0.6まではDJDwの値は約0.9であり､M/G比が0.6以上になるとグル

コースの有効拡散係数はM/G比の増加 とともに大きく減少 した.M/G比が1.05のアルギン

酸ス.トロンチウムゲルにおけるグルコースの有効拡散係数は水中の値の約70%であっ

た｡一方､アルギン酸バリウムゲルのグルコースの拡散係数はM/G比の増加 とともにほぼ

直線的に減少 したbまた､M/G比が0.21のアルギン酸バリウムゲルにおけるグルコースの

有効拡散係数は水中の値の約90%であり､M/G比が1.05の場合ではDeのWの値は約0.75で

あった｡すなわち､アルギン酸バリウムゲルではグルコースの拡散係数に及ぼすアルギン

酸のM/G比の影響の程度が他のゲルに比べて小 さいことがわかった｡

アルギン酸ゲル中のグルコースの拡散係数に及ぼすM/G比の影響は､カルシウムゲルが

最も大きく､拡散係数の値が大きく減少 し始めるM/G比の値 (約0.6)は最 も小 さかっ

た｡すなわち､カルシウム､ス トロンチウム､バリウムの順にグルコースの拡散係数が低

下する度合いが小 さかった｡

アルギン酸カルシウムゲルのグルコ⊥スの拡散係数に及ぼすM/G比の影響は､M/G比の

増加に伴 うゲル構造の変化笹より説明されている(Yamagiwaetal.,1995).一方､アルギン

酸ナ トリウムと2価カチオンの親和性については､バリウム>ス トロンチウム>カルシウ
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ムの順に親和性が強いことが報告されている｡この親和性の差異については､第2章で述

べたアルギン酸-カチオンコンプレックスの荷電密度の測定結果からも確認されている

(データは示していない)｡カルシウムイオンがアルギン酸のグルロン酸ブロックと高い

親和性を持つことを考えれば､2価カチオンとアルギン酸との親和性の差異は､2価カチ

オンとアルギン酸のマシヌロン酸ブロックとの親和性の差異に主に帰着するものと思われ

る｡すなわち､カルシウムイオンをゲル化剤とした場合には､カルシウムイオンとグルロ

ン酸ブロック､マンヌロン酸ブロックとの親和性に差異に基づいて､MノG比の増加 ととも

にゲル構造がグルロン酸ブロック支配からマンヌロン酸支配に遷移する(Yamagiwaeta1.,

1995)｡これに対 し､バリウムイオン､ス トロンチウムイオンではマンヌロン酸ブロック

との親和性も比較的強 く､カルシウムゲルで見ちれたようなゲル構造の遷移が不明瞭にな

り､その結果､M/G比の増加に伴うグルコースの拡散係数の変化が小 さかったものと考え

られる｡rまた､M/G比の小さな (例えばwG=0.21)場合､アルギン酸ス トロンチウムゲ

ル､バリウムゲルのグルコースの拡散係数がカルシウムケルのそれよりも小さい理由とし

て､egg-boxjunction(グルロン酸ブロック)の他にマンヌロン酸ブロックの部分もゲルの

網目構造に寄与するためと考えられる｡

いずれのゲルについても､M/G比が0.6以下のテルギン酸ナトリウムを用いればグル

コースの拡散しやすいゲルを調製できることがわかった｡なお､アルギン酸バリウムゲ

ル､ス トロンチウムゲルでもDePwの値は約0.9であることから､アルギン酸バリウムゲ
/ノ､ヽ

ル､ス トロンチウムゲルともグルコースが比較的透過しやすい担体であると判斬 される｡

4.3.4 脱窒菌固定化用担体の選択

脱窒反応の基質は硝酸イオンであるが､脱窒菌が脱窒を行うためには摂取されるべき有

機物が必要である｡また､この場合､溶存酸素の存在は脱窒反応を阻害する｡従って､脱

窒菌を固定化 して､バルクが好気的であっても固定化物内部に嫌気部分を作 り出し､脱窒

反応を行わせるためには､硝酸イオンやグルコースは拡散しやすく､逆に酸素は拡散しに

くい画定化担体を用いることが望ましい｡

これまで述べてきたように､アルギン酸ゲル中の簡素q)拡散係数はM/G比にはほとん.ど

依存 しなかった.また､ゲル化剤の種類に関わらず､M/G比が0.6以下のアルギン酸を用

いればグルコース､硝酸イオンの拡散係数とも比較的大きなゲルを調製できることがわ

かった｡すなわち､脱窒菌の固定化に適したアルギン酸ゲルを選択する場合､wG比が

0.6以下の条件で硝酸イオンやグルコースは拡散しやすく､逆に酸素は拡散しにくい担体

を選択すればよいと推察される｡図4-6に､WG比が0.47のアルギン酸を用いた場合の酸

素､硝酸イオン､グルコースの拡散係数に及ぼすゲル化剤の影響をまとめて示す｡硝酸イ
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オンの拡散係数は､バリウムゲルではDJDwの値が約0.9であり､カルシウムゲル､ス ト

ロンチウムゲルでは約0.85であった｡また､グルコースの拡散係数が最も小 さかったバリ

ウムゲルにおいてもDeのWの値 は約0.i5で､いずれのゲルともグルコースは拡散しやすい

と判断されるoこれに対 して､酸素の拡散係数は､カルシウムゲルではDJDwの値は約

0./8､ス トロンチウムゲルでは約0.65､バリウムゲルでは約0.5であった｡すなわち､バリ

ウムゲルはス トロンチウムゲル､カルシウムゲルに比べて酸素が拡散 しにくい担体である

ことがわかった｡

アルギン酸ゲル中の分子の拡散は､拡散種ならびにゲル化剤､アルギン酸のM/G比によ
(

り異なることがわかった｡水中で硝酸イオンは静電的水和構造を有 し､グルコースは水酸

基に起因する水素結合を介 して水和 しているOこれに対 して､酸素は無極性ガスであり､

水中では疎水性水和 している｡一方､アルギン酸ゲルもゲル化剤 との親和性に依存 した水

和構造を持つものと考えられる｡これまで述べてきたような､拡散種 とゲル化剤による拡

散係数の違いは､現時点で明確な理由は不明であるものの､拡散種の水和構造の違い､ゲ

ルの網目構造と水の相互作用の違いが関与しているものと思われる｡

以上の結果に基づいて1アルギン酸カルシウムゲルはグルコース､硝酸イオン､酸素と

も比較的透過しやすい担体であること､アルギン酸バリウムゲルはグルコース､硝酸イオ

ンは拡散しやすいlものの酸素は拡散しにくい担体であること､アルギン酸ス トロンチウム

ゲルはカルシウムゲルとバリウムゲルの中間的な性質を持つこ串や号わかった｡すなわち､

脱窒菌の固定化に適した担体 としては､M/G比が0.6以下のアルギン酸バリウムゲルが最

適であると結論づけられる｡

4.3.5 脱窒菌固定化用担体の機械的強度

アルギン酸バリウムゲルは､酸素が透過しにくく､グルコースや硝酸イオンの拡散が容

易であることから､脱窒菌の固定化に適した担体であることは前節で述べたとお りであ

る｡ここ′では､アルギγ酸バリウムゲルの機械的圧縮強度について検討する｡

図4-7に､アルギン酸バリウムゲル､アルギン酸カルシウムゲルの圧縮強度に及ぼすア

ルギン酸のM/G比の影響を示す.図より､アルギン酸バリウムゲルはすべてのWG比の範

囲においてカルシウムゲルより･も圧縮強度が高いこと､いずれのゲルともMノG比の増加に

伴い圧縮強度が直線的に減少すること､さらに､圧縮強度のM/G比に対する依存性はカル

シウムゲルに比べてバリウムゲルの方が小さいことがわかる｡バリウムゲルの圧縮強度が

カルシウムゲルより高い理由として､アルギン酸に対するバリウムイオンの親和性がカル

シウムイオンよりも高いことが挙げられる｡また､WG比の増加に伴 う圧縮強度の低下

は､柔軟な鎖状高分子であるマンヌロン酸ブロックの割合が増加するためと考えられる｡
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さらに､バリ･ウムゲルで圧縮強度のM/G比に対する依存性が小さい理由としては､バリウ

ムイオンがアルギン酸 との親和性が高 く､マンヌロン酸ブロックともイオン結合するため

に､ゲルの網目構造のサイズが小 さくなったものと考えられる｡

図4-8に､アルギン酸バリウムゲル､アルギン酸カルシウムゲルの圧縮強度に及ぼすア

ルギン酸ナ トリウム濃度の影響を示す｡いずれのゲルについても圧縮強度はアルギン酸濃
〔

度の増加 とともに増加 したoこれは､ア')Vギン酸ナトリウムの濃度の増加に伴い､アルギ

ン酸の体積分率が増加することと同時に､架橋部分の密度が増加 したためと考えられる｡

アルギン酸ゲルを用いた生体触媒の包括固定化では､アルギン酸の濃度を2wt%前後とし

た硬究例が多い｡これは､(ァルギン酸ナ トリウム溶液の調製のし易さや､アルギン酸濃度

の増加に伴って拡散障害が大きくなるためである｡アルギン酸濃度が 2wt%の場合､カル

シウムゲルの圧縮強度は約 0.13Nであるのに対 し､バリウムゲルでは約0.3Nであった｡

この圧縮強度の値は､アルギン酸濃度 4wt%のカルシウムゲルの値に相当する｡すなわ

ち､アルギン酸バリウムゲルはカルシウムゲルに比べて機械的圧縮強度が大きいことがわ

かった｡,tの結果は､アルギン酸バリウムゲルを用いて脱窒菌を固定化 した場合でも､カ

ルシウムゲルに比べてゲルの破壊が少なく､長期間の使用に耐えうるものと期待される｡

4.4 結論

生体触媒を包括固定化する担体に､選択透過性や親和性などの物理化学的機能を付与し

た場合､固定化生体触媒内の環境を生体反応に好ましい条件に設定できる可能性を提示し

た｡脱窒菌ノを固定化する場合を例に取 り､固定化担体が満たすべき条件を明らかにすると

ともに､脱窒菌の固定化に適した担体の調製を試みた｡

アルギン酸ナ トリウムを素材 として､アルギン酸ゲル中の酸素､硝酸イオン､グルコー

スの有効拡散係数に及ぼすゲル化如､M/G比の影響を検討した｡その結果､酸素の拡散係

数はアルギン酸のM/G比にはほとんど依存せず､ゲル化剤の種類に大きく依存すること､

アルギン酸バリウムゲルの酸素の有効拡散係数昼水中の値のわずか50%程厚であることが

わかった｡硝酸イオンの拡散係数は,' ゲル化剤にはほとんど依存せず､M/G比の増加 とと-

もにわずかながら減少すること､本章で検討したM/G比の範囲でDJDwの値は0.8-∵0.9で

あり､いずれのゲルについても硝酸イオンは拡散しやすいことが確認 された｡さらに､_グ

ルコースの拡散係数はM/G比が0.6以上になると大きく低下する傾向にあること､拡散係

数の値はゲル化剤に依存するものの､グルコースの拡散しやすい担体 を調製するためには

M/G比が0.6以下のアルギン酸を用いる必要のあることを明らかにした｡

以上の結果に基づいて､脱窒菌固定化用担体の選定を行った｡脱窒菌固定化用担体め特
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性としては､基質である硝酸イオンやグルコースは拡散しやすく､脱窒反応の阻害剤であ

る酸素の透過性が小さいことが挙げられる｡M/G比が0.6以下のアルギン酸バリウムゲル

がこの条件を満たすことから､これが脱窒菌の固定化に適していると判断した｡

さらに､アルギン酸バリウムゲルめ機械的圧縮強度を測定 した.その結果､バリウムゲ

ルはカルシウムゲルに比べそ圧縮強度が高 く_､機械的特性にも優れていることがわかっ

た｡
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第5章 酸素透過性を制御 した担体による脱窒菌の固定化

5.1 緒論

表流水中の窒素化合物は､湖沼など閉鎖性水域の富栄養化の原因となるだけでなく､飲

用水の塩素処理において塩素投入量の増加をもたらす｡塩素投入量の増加により､発癌性

が指摘されている､トリハロメタンなどの殺菌副生成物が生成するこ･とが報告されている

(NationalResea血 Council,1987)｡また､飲用水中の亜硝酸塩や硝酸塩は発癌性物質である

ニ トロソアミンを生成する危険性が指摘されており､乳幼児のメ トヘモグロビン血症の原

因となることも報告されている(Shuvaleta1.,1980;Mirvish,1977;Wintonetal.,1971)｡Jこれ

ら表流水中の窒素汚染の原因として､肥料の過剰散布や生活排水の排出などか挙げられる

が､生活排水由来の汚濁の割合が大きい.従って､水環境の保全なら血 こ飲用水源の確保

を図るためには､生活排水を対象 として窒素除去を行う必要がある｡

生物学的に窒素を除去するためには､アンモニア体窒素を硝酸体窒素に酸化する硝化過

程 と硝酸体窒素を窒素ガスに還元する脱窒過程をシーケンシャルに組み合わせる必要があ

る｡ここで､硝化過程は好気プロセスであり､脱窒過程は嫌気プロセスである｡従って､

従来の排水処理では有機物に加えて窒素を除去するためには.､好気プロセスと嫌気プロセ

スを組み合わせる必要がある｡このため､装置の多段化や大型化､維持管理の複雑化は避

けられない｡生活排水由来の窒素汚濁を削減するためには､_小規模な排水処理設備の開発

が必要である､ことを考慮すると､コンパさ､トな窒素除去方法の確立が望まれる｡

前章で､アルギン酸バリウムゲル中の酸素の拡散係数が小さく､硝酸イオンやグル.コー

スの拡散係数が比較的大きいこと､すなわち､アルギン酸バリウムゲルは硝酸イオンやグ

ルコースは拡散Lやすいものめ酸素の透過しにくい担体であることを明らかにした.さら

に､前章で得られた結果より､アルギン酸バリウムゲルが脱窒菌の固定化に適した担体で

あると判断した｡

本章では､アルギン酸バリウムゲルに脱窒菌を包括固定化 し､まずi脱窒活性に及ぼす

固定化の影響を嫌気条件下で検討した｡ついで､固定化脱窒菌の脱窒速度に及ぼす溶存酸

素濃度の影響を検討 した｡また､アルギン酸バリウムゲルが有する酸素難透過性の効果を

評価するために､アルギン酸カルシウムゲルを用いて固定化 した場合 と比較検討した｡さ

らに､得られた結果に基づいて､酸素透過性を制御 した担体に脱窒菌を固畠イけ る有効

性､固定化担体の物理化学的特性を積極的に利用して固定化生体触媒内の環境を制御する

有効性についJて考察した｡
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5.2 実験方法

5'.2.1 脱窒菌の固定化

脱窒菌は､下水処理場の活性汚泥処理施設の返送汚泥を種菌とし､脱窒菌集積培地で長

期間馴養した汚泥を用いた.アルギン酸ナトリウムは､M/G比が0.47のものを用いた.ゲ

ル化剤として､塩化カノ㌣シウムあるいは塩化バリウムを用いた｡

脱窒菌を遠心分離により集菌した後､同量の4wt%アルギン酸ナ トリ､ウム溶液と混合 し

て所定の菌体濃度たなるように脱窒菌懸濁液を調製 した.ここで､アルギ-/酸ナトリウム

溶液中での脱窒菌の分散は､超音波分散器 (low,4min)に'より行った｡この溶液 (アル

ギン酸ナトリウム濃度 2wt%)を0･18Mゲル化浴に滴下し､固定化脱窒革を調製した.ゲ

ル化剤として､塩化カルシウム､塩化バリウムを用いた｡固定化脱窒菌をゲル化洛中で3

時間キュアリングした｡この固定化脱窒菌を実験に使用するまで､1%グルコース､0.5%∫

ゲル化剤を含む溶液中 (4℃)セ保存 した.

5.2.2 実験装置と方法 ,

図5-1に実験装置の概略を示す.1リアクターは内径100mmのアクリル樹脂製の円筒槽で

ある｡撹拝はスターラーバーを用いて行い､撹拝速度は900 q)mとした｡リアクターに一

定量の窒素ガスを連続的に供給しながら､DOメーターならびにガスフ ローコントロー

ラーにより空気の供給量を制御することにより所定の溶存酸素濃度に制御 した｡実験温度

は303Kとした.溶液のpHは､pHコントローラーを用いて0.1N塩酸あるいは0.1N水酸

化ナトリウム溶液を添加するごことにより7.0に調節した.

脱窒に用いたモデル排水 (基質)の組成と特性を表5-1に示す｡リアクターに固定化脱

窒菌を投入し､所定の溶存酸素濃度に達した笹､硝酸体窒素濃度が50mg凡となるように

基質溶液を加え､脱窒反応を行わせた｡ここで､基質溶液を加えた時刻を反応開始とし

た｡､また､固定化脱窒菌の充填率は8.3%で一定 とした｡

反応開始後､硝酸体窒素濃度の変化を測定し､脱窒反応が0次反応であると仮定 して､ド

脱窒反応速度を求めた｡

5.2.3 分析

亜硝酸体窒素､硝酸体窒素はイオンクロマ トグラフィーを用いて測定 した｡なお､溶液

中に0.18M塩化カルシウムあるいは塩化バリウムが存在する場合には､ブルシン吸光光度

法により硝酸体窒素濃度を測定 した.有機物濃度は全有機性炭素croc)により評価 し､

TOCメーターにより測定 した｡菌体濃度は乾燥重量法で測定した｡

5-2



Gasfbwcontro=er

air
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Table5-1Compositionandcharacteristicsofsyntheticwastewater

Composition

g山cose
PePtOne

KH2PO4

MgSO4･7日20 2･2g/L

NaCI 1.8g/L

KNO3. 14･5g/L

Characteristics



5.3 実験結果と考察

5.3.1 固定化時におけるゲル化剤の影響

バリウムイオンや亜鉛イオンは､パン酵母に対 して毒性を持つことから､ゲル化剤とし

て不適であるとの報告がある｡このため､ゲル化洛中に存在するゲル化剤が脱窒菌に対 し

て悪影響を有するか否かについて予備的な検討を行って｡図5-2に､嫌気条件 (DO=O
mgp.)における脱窒速度に及ぼすカルシウムイオン､バリウムイオンの/影響を懸濁系で

検討した結果を示す.ここで､カルシウムイオン､バリウムイオンの濃度は､ゲル化浴の

濃度 としたo図中の直線の傾 きより脱窒速度定数を評価 したo純水､塩化カルシウム溶

液､塩化バリウム溶液に懸濁させた脱窒菌による脱窒速度定数は､それぞれ､12.5,12.4,

12.2mggh であった.すなわち､ゲル化浴濃度のカルシウムイオン､バリウムイオンは脱

窒菌の活性に影響 しなかった｡

図5-3に､有機物除去速度に及ぼすカルシウムイオン､バリウムイオンの影響を懸濁系

で検討した結果を示す｡実験開始時のTOC濃度が異なるため､TOC濃度Q?絶対値は異なる

が､純水､塩化カルシウム溶液､塩化バリウム溶液に懸濁させた脱窒菌による有機物の摂
(

取速度 (直線の傾 き)はいずれもほほ等 しいことがわかった｡

脱窒菌を固定化する際に､脱窒菌はゲル化洛中でカルシウムイオン､バリウムイオンと

接触するが､これらのイオンは脱窒菌の活性に悪影響を与えないものと判断される｡

5.3.2 脱窒速度に及ぼす固定化の影響

生体触媒を包括固定化する場合､一般に基質や生成物の拡散障害に基づ く見かけの反応

速度､すなわち触媒有効係数の低下が起こりうる｡そこで､嫌気条件下において､懸濁脱

窒菌ならびに固定化脱窒菌の脱窒速度を測定 した｡図5-4に結果を示す｡懸濁系における

脱窒速度定数は約13.9mg-N/i-1cellhであった｡この値は､既往の文献値 と同程度である

(Oohira,1983;Cizinskaeta1.,1992)0

固定化脱窒菌の脱窒速度定数は､アルギン酸カルシウムゲルに包括固定化 した場合には

約13.9mg-N/g-cellh､アルギン産バリウムゲルに固定化 した場合には約14.2mg-N/g-cellh

であった｡すなわち､脱窒菌を固定化 した場合でも､嫌気条件下においては脱窒速度定数

にはほとんど差が認められなかった｡また､アルギン酸カルシウムゲル固定化脱窒菌とバ

リウムゲル固定化脱窒菌の脱窒速度定数にも差はほとんど認められなかlった.

嫌気条件の元では､脱窒速度は担体の酸素透過性には依存 しない｡この場合､ノ脱窒速度

は硝酸イオンあるいはグルコースの拡散のし易さに依存すると考えられる｡アルギン酸カ

ルシウムゲル固定化脱窒菌とバリウムゲル固定化脱窒菌の脱窒速度定数にも差はほとんど

なかったことから､両方の固定化脱窒菌とも硝酸イオ'ンあるいはグルコースの拡散し易さ
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は同程度であったものと推察される｡さらに､固定化脱窒菌 と遊離の脱窒菌で脱窒速度に

差がほとんどみられなかったことから､前節で検討 したように固定化 に際 して脱窒菌の活

性低下がなかったこと､固定化担体内の硝酸イオンあるいはグルコースの拡散は比較的容

易であることが示唆 された｡第 3章で示 したように､アルギン酸ナ トリウムのM/Gが0.5

以下であれば､カルシウムゲルのグルコースの有効拡散係数はほぼ1であり､バリウムゲ

ルの値 も約0.9である｡また､硝酸イオンの有効拡散係数は､カルシウムゲル､バリウム

ゲルともに約0.9である｡脱窒速度が固定化により低下 しなかった理由として､固定化担

体中を硝酸イオンあるいはグルコ-Lスが拡散 しやすいことかあげられる.

5.3.3 固定化脱窒菌の脱窒速度､に及ぼす溶存酸素濃度の影響

図5-5に､固定化脱窒菌の脱窒速度に及ぼすバルク溶存酸素濃度の影響を示す｡ここ

で､脱窒活性は∴嫌気条件における脱窒速度定数kDOに対する好気条件での脱窒反応速度

定数 kDの比 として表 した｡懸濁系､すなわち遊離の脱窒菌では､バルクのDO濃度が0.2

-0.5mgn･以上になると脱窒反応が停止する (kD/kDO)1ことが琴告 されている｡これに対

して､固定化脱窒菌では､アルギン酸カルシウムゲル固定化脱窒菌 とバ リウムゲル固定化

脱窒菌 ともバルクDO濃度が飽和濃度に近い条件においても程度の差はあるものの脱窒活

性を維持 していた｡アルギン酸カルシウムゲル固定化脱窒菌では､バルクDO濃度が0以上

に増加するとともに脱窒活性 (kD/kDO)は大きく低下した.例えば､Dq=2mg凡での脱窒

活性は嫌気条件の約70%､DO=4mg位では約30%であった.これに対 して､酸素の拡散係

数が小 さいアル ギン酸バリウムゲルに脱窒菌を固定化 した場合には､DO‥1.5mが眉 度 ま

で脱窒活性は嫌気条件 とほぼ等 しかった｡さらに､DO濃度が増加すると脱窒活性は比政

的緩やかに減少 した.例えば､DO=2mgル程度での脱窒活性は嫌気条件の約95%､Do専l

mが.では約65%､DO=6mg凡においても約30%の脱窒活性を維持 していた｡

いずれの担体においても､バルクから酸素がゲル内に供給 され脱窒菌は酸素を消費す

る｡ゲルのある位置で酸素が消費 されると､それよりも内部では嫌気状態 となり脱窒反応

が進行する｡すなわち､固定化脱窒菌の内部を､酸素が存在する好気シェルの部分 とその

内側の嫌気 コアの部分に分けられる｡当然のことながら､嫌気 コアの領域が広 くなるほど

脱窒反応は進行する｡アルギン酸カルシウムゲルは酸素透過性は大 きいものの脱窒菌に

られる｡これに対 して､アルギン酸バリウムゲルで脱窒菌を包括固定化 した場合､ゲル内

の酸素の有効拡散係数が小 さいため､バルクから固定化脱窒菌内部-の酸素フラックスが

減少する｡従って､バ リウムゲルでは好気シェルの厚 さは減少すると同時に嫌気 コアの領

域がカルシグムゲルの場合 よりも大きくなり､バルクが好気であっても脱窒活性が高かっ
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たものと考えられろ.以上の結果より､酸素透過性の大きなアルギン酸カルシウムゲルを

担体 として用いるよりは､酸素透過性の小 さいバリウムゲルを用いる方が脱窒菌の固定化

には好ましいことが明らかとなった｡

二投に､活性汚泥法や生物膜法などの好気性微生物による排水処理操作では､溶存酸素

濃度は2mgP.前後に維持される場合が多い.図に示 した結果をそのまま生物処理槽に適

用でき声と仮定すると､曝気槽に代表さTLる好気的リアクター内にアルギ ン酸バリウム固

定化脱窒菌を投入 した場合にも嫌気条件下とほほ等 しい脱窒活性を有すると期待 される｡

5.4 結論

酸素透過性の小 さいアルギン酸バリウムゲルに脱窒菌を固定化 し､その脱窒活性を評価

した｡まず､ゲルイ.ヒ洛中のバリウムイオン､あるいはカルシウムイオン′の存在は脱窒菌の

活性に悪影響を及ぼさないことを明らかにした｡

嫌気条件下において､アルギン酸バリウムゲル固定化脱窒菌､カルシウムゲル固定化脱

窒菌の脱窒活性を測定 した｡その結果､固定化による脱窒活性の低下は認められなかっ

たOまた､ゲル中の硝酸イオンやグルコースの拡散障害もほとんど問題 とならなかった.

ついで､アルギン酸バリウムゲル固定化脱窒菌､カルシウムゲル固定化脱窒菌の脱窒活

性に及ぼすバルク溶存酸素濃度の影響を検討 した｡アルギン酸バリウムゲル固定化脱窒菌

では､溶存酸素濃度 1.5mg凡 まで脱窒活性は嫌気条件下の場合 とほほ等 しく､2.0mgP.に

おいても嫌気条件下の脱窒活性の約95%を維持 していた｡これに対 して､カルシウムゲル

固定化脱窒菌では溶存酸素濃度の増加に伴い脱窒活性は大幅に低下 した｡､これらの結果よ

り､脱窒菌の固定化に酸素の透過 しにくい-担体を用いることの有利性を確認するととも

に､活性汚泥槽等好気的な環境であってもアルギン酸バリウムゲル固定化脱窒菌により十

分な脱窒が可能になることを示 した｡
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第 6章 固定化脱窒菌による好気的脱窒操作

6.1 緒論

表流水中の窒畢化合物は､富栄養化の一因となるだけでなく｣人間の健康にも悪影響を

与える危険性があるoこノのため､表流水の窒素汚濁､を防止することは､環境保全や水資源

の確保にとって重要である｡表流水への窒素負荷源と′しては､化学肥料の過剰散布の他､

未処理生活排水や排水処理施設からの放流水が大きな割合を占める｡従って､既存の施設

に､大幅なレイアケトの変更を伴 うことなく､窒素除去機能をイ寸与すること､ならびに､

生活排水の小規模処理た適した窒素除去方法の確立が望まれている｡

一方､生体触媒の固定化担体の特性を積極的に利用 して､固衰化物中q)微環境を生体触

媒に好ましい環境に制御することにより､固定化生体触媒をより有効に利用できる可能性

を指摘 した｡このアプローチに基づいて､脱窒反応の阻害剤となる酸素が透過しにくい担

体を調製し､酸素透過性を制御 した担体に固定化 した脱窒菌の脱窒活性がバルクが好気的

な条件の下でも発揮されることを明らかに､した｡このような画定化脱窒菌を従来の活性汚

泥や生物膜など好気的排水処理装置内に投入することにより､脱窒機能を好気的排水処理

装置に付与することが可能となる｡あるいは､充填塔などの形で固定化脱窒菌を用いる場

合でも､好気的処理後に溶存酸素を除去せず8_こ､単に好気処理後に固定化脱窒菌充填塔を

直結することにより脱窒を行わせることが可能であろう｡

しかしなしがち､酸素透過性を制御 した担体に固定化 した脱窒菌を生物学的排水処理操作

に応用するにあたっては､固定化脱窒菌の脱窒速度 と固定化の条件､温度やpHなどの関

係を明らかにしておく必要がある｡本章では､固定化脱窒菌による好気的脱窒操作を設

計 ･操作操作する際に必要となる固定化脱窒菌の脱窒速度に関する基礎的かつ定量的デー

タを取得することを目的とする｡このため､有用な脱窒菌をアルギン酸バリウムゲルに包

括固定化する際の固定化菌体量をらにびに固定化脱窒菌ゐ直径が脱窒活性に及ぼす影響に

ついてまず検討 した｡ついで､アルギン酸バリウムゲル固定化脱窒菌の脱窒活性に及ぼす

温度､pH等の影響について検討し､固定化脱窒菌による好気的脱窒操作の可能性につい

て考察した｡

6.2 実験方法

6.2.1 固定化脱窒菌の調製
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脱窒菌は､下水処理場の活性汚泥処理施設の返送汚泥を種菌とし､脱窒菌集積培地で長

期間馴養した汚泥を用いた｡アルギン酸ナt1)ウムは､M/G比が0.47のものを用いた.

脱窒菌を遠心分離により集菌した後､同量の4wt%アルギン酸ナ トリウム溶液と混合し

て所定の菌体濃度になるように脱窒菌懸濁液を調製した｡ここで､アルギン酸ナトリウム

/ 歯液中での脱窒菌の分散は､超音波分散器 (low,4min)により行った｡この溶液 (アル

ギγ酸ナト.)ウム濃度 2wt%)をO.■18山ゲル化浴に滴下し､固定化脱窒菌を調製した去ゲ

ル化剤として､塩化バリウムを用いた｡固定化脱窒菌をゲル化洛中で3時間キュアリング

した｡この固定化脱窒菌を実験に使用する享で､1%グルコース､0.5%ゲル化剤を含む溶

液中 (4℃)で保有 した｡

固定化菌体量 (初期菌体量)は､1.5-7g凡の範囲で変化させた.また､固定化脱窒菌

のサイズ (ビーズの直径)は､脱窒菌懸濁アルギン酸溶液を滴下する際のガラス管の直径

を変えることにより変化させた｡固定化脱窒菌の直径は､約2.8mm～4.6mmの範囲で

あった｡

6.2.2 実験装置と方法

脱窒活性の測定に用いた装置は､前章で用いた装置と同一である｡また､実験条件､操

作条件も基本的には同一である.

固定化脱窒菌の直径を変えた場合､固定化脱窒菌の体積分率が8.3%で一定 となるよう

に固定化脱窒菌の個数を調節 した｡

温度は､10-55℃の範囲で変化させた｡また､pHは5人-10の範囲で変化 させた｡

6.2.3 分析

亜硝酸体窒素､硝酸体窒素はイオンクロマ トグラフィーを用いて測定 した｡有機物濃度

は全有機性炭素(TOC)により評価 し､TOCメーターにより測定した.菌体濃度は乾燥重量

法で測定した｡

6.3 結果と考察

6.3.1〔固定化菌体量の影響

図6-1に､アルギン酸バリウムゲル固定化脱窒菌の相対脱窒活性に及ぼす固定化菌体量

ならびにバルク溶存酸素の影響を示す｡ここで､相対脱窒活性は､嫌気条件下で測定した

脱窒速度定数kDOに対する好気条件下の脱窒速度定数kDの比 (kD化伽)で定義 したoバルク

溶存酸素濃度 2.2mg凡の場合､固定化菌大量の増加に伴い脱窒活性は増加 し､固定化菌体
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量が約3.5gP.以上では(kDn(伽)=1､すなわち､嫌気条件下と等しい脱窒活性を有すること
/

がわかっーた.一方､DO=4.0mが.あるいは5.0mg凡 の場合､固定化菌大量の増加に伴い脱

窒活性は増加するものの､固定化菌体量が約3.5gP.以上では脱窒活性はバルク溶存酸素濃

度に応 じて一定の値を取る傾向にあった.また､固定化菌体量が6gP.以上では逆に脱窒

活性がわずかながら低下する傾向にあった｡また､固定化脱窒菌の酸素消費速度におよは

す固定化菌体量の影響を図6-2,に示す.固定化菌体量が2gn.以上では､バルク溶存酸素濃

度に関わらず酸素消費速度は菌体濃度の増加に伴やてほぼ直線的に減少することがわかっ

た｡

ー固定化菌体量約3.5gP.までは､溶存酸素濃度に関わらず固定化菌体量の増加 とともに脱

窒活性は増加 した｡これは､固定化菌体量の増加に伴って通性嫌気性菌である脱窒菌によ

る酸素消費速度が増加 し､固定化脱寧菌ビーズ内の好気的な部分すなわち好気的シェルの

厚さが減少 し､その結果､ビーズ内の嫌気コアめ領域が増大したためと考えられるOしか

しながら､DO=4.OmgP.あるいは5.0mg凡 の場合､固定化菌体量が3.5gP.以上で脱窒速

度が一定となった理由としては､図6-2に示したような酵素消費速度の菌体濃度依存性に㌧

加えて､菌大量の増加に伴うグルコースあるいは硝酸イオンの供給フラックスの低下によ

る影響が考えられる｡

以上の結果より､脱窒菌を固定化する際の菌体濃度としては3g凡付近が最適であるこ

とがわかった｡

6.3.2 ビーズ直径の影響

図6-3に､固定化脱窒菌の相対脱窒活性におよはすビーズ直径 (固定化脱窒菌の直径)

なうびに溶存酸素濃度の影垂を示す.ビーズ直径 2.8mmの場合､脱窒活性はバルクDO濃

度の増加に伴い大きく減少した｡これに対 して､直径 4.6mmの場合にはDO濃度が約 3

mg凡 まで脱窒活性は嫌気条件下での値 とほほ等しかったoまた､DO=4mg凡 における相

対脱窒活性を比較すると､直径 2.8mm,3.6mm,4.6mmの固定化脱窒菌の相対活性はそれ

ぞれ､59%,76%,86%であった｡すなわち､固定化脱窒菌の直径が増加するほど相対脱窒

活性が増加 した｡通常の活性汚泥あるいは生物膜では､微生物の活性や処理条件等により

異なるが､フロックあるいは生物膜表面から200〝m程度の深さで酸素が消費されること

が報告されている田anoetal.,1992).すなわち､好気的な部分の厚 さが200 FLm程度であ

ることを意味している｡この好気的な部分の厚さと固定化脱窒菌の好気的シェルの厚 さを

直接比較することはでき一ないが､固定化脱垂菌の好気的シェルの厚 さはビーズの直径に比

べて薄いものと予想される｡固定化菌体量が等しい場合､ゲル表面付近で酸素が消費され

るのに必要な厚 ざ､すなわち､好気的シ.ェルの厚さはビーズ直径にはほとんど依存 しない
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と考えられる｡すなわち､ビーズ直径が大きくなれば､それだけビーズ内部の嫌気的コア

の体積が増加 し､その結果､脱窒活性が増加 したものと考えられるo

以上の結果より｣固定化脱窒菌を調製する際には､ビーズ直径を大きくすることが望ま

しいと判断される｡

6.･3.3 温度の影響

懸濁系､アルギン酸バリウムゲル固定化脱窒菌の脱窒速度定数kDに及ぼす温度と溶存∫
酸素濃度の影響を図6-4に示す.また､羊のデータを､･嫌気条件下における懸濁系の脱窒

速度に対する相対値 としてプロットし直した結果を図6-5に示す｡嫌気条件下における懸

濁脱窒菌ならびに固定化脱窒菌､好気 (DQ=2mgn.)における固定化脱窒菌ともに｣30℃

以下では脱窒速度が大きく低下 したoまた､30℃堺上では温度の上昇 とともに脱窒速度は

綾やかに減少した｡これらの結果より､懸濁系､固定化系 ともに脱窒に最適な温度は30℃

付近であることがわかった｡また､図6-5より､データにややばらつきが認められるもの

の､いずれの浪度においても固定化による脱窒活性の低下はほとんどないこと､好気条件

(po=2mgル)においてもアルギン酸バリウムゲル固定化脱窒菌の脱窒速度は懸濁系 (嫌

気条件)の脱窒速度 とほとんど等しいことがわかった｡なお､固定化系でバルク溶存酸素

濃度の影響を比較すると､実験を行った温度の範囲においてDO濃度 2mg凡における脱窒l

活性は嫌気条件の値の95%以上であった｡

温度 15-30℃の範囲について､脱窒速度定数と温度の関係をアレニウスプロットして

脱窒反応の活性化エネルギーを求めた｡懸濁系､固定化系における脱窒反応の温度依存性

はそれぞれ次式によって表すことができた｡

suspendedsystem;

kD-li9×1012ex,(筈)
immobilizedsystem;

kp-1･43×1012exp(筈 )

(6-1)

(6-2)

懸濁系､固定化系 とも脱窒反応速度はアレニウスの式で表され､活性化エネルギーは､そ

れぞれ､81.4kJ/mol,86.7kJ/molであった.この結果より､ 活性化エネルギーは固定化の

影響をほとんど受けなかったものと判断される.なお､この活性化エネルギーの値は､既

往の文献値 (84.3kJかol)(Oohira,1983)と同程度であった｡また､脱窒反応速度定数の値

も既往の文献値 と同程度であった(Oohira,1983;Cizinskaetal.,1992).
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以上の結果より､懸濁系､固定化系 とも30℃付近に最適温度が存在すること､15℃から

30℃の範囲において脱窒反応の温度依存性がアレニウスの式で表されること､活性化エネ

ルギーは固定化の影響をほとんど受けなかったことがわかった｡また､実験を行ったすべ

ての温度範囲について､.アルギン酸バリウムゲル固定化脱窒菌の脱窒活性は､バルクが好

気条件 (DO=2､ihgn.)であっても､懸濁系で嫌気条件下の脱窒活性 とほとんど等 しい′こと

が確認された｡

6.3.4 pHの影響

懸濁系､アルギン酸バリウムゲル固定化脱窒菌の脱窒速度定数kDに及ぼすpHと溶存酸

素濃度の影響を図6-6に示す｡また､このデータを､嫌気条件下における懸濁系の脱窒速
㌔

度に対する相対値 としてプロットし直した結果を図6-7に示す｡懸濁系､固定化系 ともに

pH8付近に至適pHが存在することがわかる｡また､pHが 8以上､あるいは以下では脱窒

反応速度定数が低下する傾向にあるが､減少の程度は比較的小 さいものと判断される｡ま

た､図6-7より､実験を行ったすべてのpH範囲において､嫌気条件下の懸濁系における

脱窒速度定数 kD｡に対する固定化系の脱■窒速度定数 kbの比は､-嫌気条件下において約

0.97､好気条件 (DO=2mg凡)においても､約0.95であった｡

6.4 結論

アルギン酸バリウムゲル固定化脱窒菌の好気条件下における脱窒活性に及ぼすビーズ

径､固定化菌体量の影響を検討 し?I.その結果､ 固定化菌体量 としては2.5g凡程度が望

ましいこと､この固定化菌体量でDO=2.2mg凡では翻 す脱窒活性 (kDn(DO)はほぼ1であっ

た｡また､ビーズ径の増加に伴って脱窒活性は増加 した｡以上得 られた結果より､アルギ

ン酸バリウムゲルを用レナて脱窒菌を固定化する場合､固定化菌体量を2.5gn.程度にする

こと､ゲル直径は大きな方が望ましいことがわかった｡この結果は､脱窒菌の固定化条件

を最適化する上で貢献するものと期待 される｡

ついで､アルギン酸バリウムゲル固定化脱窒菌の脱窒活性に及ぼす温度ならびにpHの

影響について検討 した｡その結果､嫌気条件下における懸濁系､固定化系ならびに好気条

件下 (D0-2mgP.)における固鹿北系 ともに､脱窒速度定数の温度依存性ならびにpH依存

性はほぼ等 しかった｡これらの結果は､固定化脱窒菌の反応動力学的パラメータに基礎的

な知見を与えるとともに､固定化脱窒菌による好気的脱窒操作の設計 ･操作に貢献するも

のと期待 される｡
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第7章 総括

本研究では､微生物の包括固定化も芋多用されるアルギン酸を素材 として､まず､アルギ

ン酸ゲルの拡散特性 とゲル構造の関係について基礎的な検討を行った｡ついで､酸素難透

過性担体の調製を目的として酸素の拡散係数に及ぼすゲル調製条件の検討を行い､脱窒菌

の固定化に適 した担体を選定 した｡さらに､酸素難透過性担体に脱窒菌を固定化 し､脱窒

速度に及ぼす溶存酸素濃度の影響を調べ､バルクが好気的条件のもとで効率的に脱窒操作

を行わせるための条件を埠討 した｡本研究で得 られた結果を以下にまとめて示す｡

第 1章 ｢序論｣では､研究の背景ならびにこれまでの研究の動向について概説するとと

もに､本研究の目的と意義を述べた｡

第2章丁アルギン酸ナ トリウムの化学組成の評価｣では､固定化担体の素材 となるアル

ギン酸の化学的組成を定量化するための簡易な方法を検討した｡アルギン酸の化学的組成

はそのゲル構造 と密接な関係にあることから､アルギン酸ゲルの構造や物理化学的性質を

明らかにして固定化担体の機能化を図る場合にもアルギン酸の化学的組成を評価する必要

がある｡本章では､ゲル化イオンとアルギン酸ナ トリウ本との静電気的相互作用に着目し

て､アルギン酸 とゲル化剤の電解質複合体の荷電状態がアルギン酸の化学的組成､すなわ

ち､M/G比に関連すること､さらには､コロイ ド滴定法によりアルギン酸 とゲル化剤の電

解質複合体の荷電状態を測定することによりアルギン酸ナ トリウ ムのM/G比を推定する簡

易な方法を提示 した｡

第3章 ｢アルギン酸カルシウムゲルの拡散特性 と圧縮強度｣では､生体触媒固定化用担

体 としてのアルギン酸カルシウムゲルの拡散特性 と圧縮強度におよはすゲル調製条件の影

響について検討 した｡その結果､アルギン酸のM/G比､濃度､ゲル化pH､ゲ)I,化温度に

よりグルコースの拡散係数ならびに機械的圧縮強度が影響されることを明らかにすること

ともに､グルコースの拡散係数について研究者間によりその値がばらついている理由とし

てアルギン酸のM/G比∴濃度などゲル調製条件の違いを指摘 した｡さらに､得られた結莱

に基づいて､拡散障害が少なく､かつ､ゲル強度の高いアルギン酸カルシウムゲルを調製

するための条件を提示した. {

第4章 ｢脱窒菌の固定イヒに適 した担体の調製｣では､脱窒反応の特徴に基づいて脱窒菌

の固定化に適 した担体の要件について述べるとともに､アルギン酸を素材 として脱窒菌の

固定化に適 した担体の調製を試みた｡脱窒反応の阻害剤である酸素､脱窒反応の基質に相

当する硝酸イオンやグルコ-不を対象 として､これらの有効拡散係数に及ぼすアルギン酸

のM/G比ならびにゲル化剤の影響を検討 した｡その結果､アルギン酸バリウムゲルは酸素
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の拡散係数が小さく､グルコースや硝酸イオンの拡散係数が大きなゲルであること､すな

わち､酸素難透過性でありながらグルコースや硝酸イオンは透過させやすいゲルであるこ

とを兄いだした｡また､機械的圧縮強度もカルシウムゲルに比べて大きいことを明らかに

した｡これらの結果を基に､アルギン酸バリウムゲルが脱窒菌の固定化に適した担体でる

と判断した｡

第 5章 ｢酸素透過性を制御 した担体による脱窒菌の固定化｣では､酵素難透過性のアル

ギン酸カル㌢ウムゲルを用いて脱窒菌を固定化 し､固定化脱窒菌の脱窒活性に及ぼすバル

ク溶存酸素濃度の影響を検討した｡まず､アルギン酸カルシウムゲル､バリウムゲルによ

る脱窒菌の固定化は､嫌気条件下では､脱窒活性にほとんど影響を及ぼさないことを明ら

かにした｡ついで､バリウムゲル固定化脱窒菌は好気条件であっても脱窒活性を有するこ

と､その値は酸素の透過性が高いカルシウムゲル固定化脱窒菌よりも高いことを明らかに

した｡すなわち､酸素の透過性を制御 した担体を用いて脱窒菌を固定化することにより､

バルクが好気的な条件にあっても脱窒反応を効率的に行わせることが可能であった｡な

お､アルギン酸バリウムゲル固定化脱窒菌の脱窒反応速度定数は､バルク溶存酸素濃度が

3mgPJ程度までは､嫌気条件下における値の90%程度であった｡これらの結果は､固定化

生体触媒内部の環境を､ゲル素材の物理化学的特性あるいはゲル構造によって､生体触媒

に好ましい状態に制御することにより､生体触媒の機能を効率化すろといった本研究のコ

ンセプトの安当性を証明するものと判断される｡

第 6章 ｢固定化脱窒菌による好気的脱窒操作｣では､アルギン酸バリウムゲル固定化脱

窒菌による好気的脱窒操作の設計に必要なデータを取得することを目的として､固定化菌

体量､ビーズ径 といった固定化条件の検討､温度やpHといった環境因子が固定化脱窒菌

の脱窒活性に及ぼす影響について検討した｡その結果､固定化菌体量に適当な範囲のある

こと､ビーズ径は大きいほど好ましいことを明らかにした｡また､固定化脱窒菌の脱窒活

性に及ぼす温度やpHといった環境因子の影響は｣懸濁系脱窒菌の場合のそれと同等であ'

ることを兄いだした｡すなわち､アルギン酸バリウムゲル固定化脱窒菌による好気的脱窒

操作を設計する際に必要と亮 るデータを評価した｡

本研究で得られた結果は､排水処理施設における窒素除去機能の付与に限らず､上水処

理においても窒素の除去を図る上で有用な知見を与え､水環境の保全に貢献するものと斯

待される｡また､脱窒菌を固体化する担体に酸素難透過性という機能を付与させる試み

は､従来の固定化法では考慮されなかったことであり､アルギン酸ゲルの特性評価のみな

らず､固定化担体の物理化学的性質に基づいて固定化物内の微環境を生体触媒に好ましい

ように積極的に制御するアプローチは生物化学工学の分野にも貢献すると期待される｡
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