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Coenzyme F420 is a fluorescent substance which is present in all methanogens and is closely

related to enzyme reactions of methane production by anaerobic digestion. We studied the

relationship of F420 COntent in mixed anaerobic microbial populations and the metabolic

activity of metbanogens to detemine the operating conditions of anaerobic reactors by

using F420. As a result, it was found that F420 COntent Was correlated with the metabolic

activity of anaerobic sludge･ and we were able to estimate the number of metbanogenic
bacteria in anaerobic sludge by measuring the amount of F420. It was also made clear that

F420 COntent in the anaerobic sludge of actual reactors was 5 times higher than that in

digested sewage sludge and that methanogenic bacteria were dominant organisms in actual

reactors･ Further, it was found that the reactors containing a highvalue of F42. Sludge were

stably operated vitb a bigb TOC removal rate.

ま え が き

有也性廃水は通常生物処理で処理されるが,この生物処

理には活性汚泥法に代表される好気性処理とメタン発酵に

代表される嫌気性処理の二つの方式がある｡現在の生物処

理の主流は活性汚泥法であるが,曝気のために大きな動力

を要し,多量に発生する余剰汚泥の処分に費用がかかるた

め,経済性の改善が強く望まれ続けている｡これに対し

て,メタン発酵は,廃水中の有機物を最終的に燃料に利用

出来るメタンガス-と変換でき,また活性汚泥法に比べて

所要動力が約1/5,余剰汚泥の発生量が1/5-1/10と少ない

利点を有している｡そのため,最近ではバイオガス回収･

省エネルギー型の処理方式であるメタン発酵が広く利用さ

れてきている｡

メタン発酵プロセスは,多種多様な微生物が

関与する混合培養系であり,大別すると三つの

嫌気性微生物群すなわち,加水分解菌群,酸生

成菌群及びメタン生成菌群から成っている｡こ

のなかで,メタン生成菌は他の嫌気性菌に比べ

増殖速度が非常に遅く,環境変化に対して敏感I10

であるため,これらの活性が低下することによ

りプロセス全体の成否を左右することも多い｡

したがって,メタン発酵プロセスの適正管理に

は,メタン生成菌i濃度の計測監視が重要になっ

てくる｡しかし,生物量の測定方法として現在

用いられている光透過式1･2)等の方法では,メ

タン生成菌だけを選択的に計測することは出来

ない.そこで,メタン生成菌固有の,B圭光性補酵

素F420に着目し,蛍光測定によるメタン生成菌

濃度及び活性の評価に関する報告が数多くみら

れるようになってきており3-7), F420がメタン

発酵プロセスの管理指標の一つになりつつあ

る｡

本報では,嫌気性処理装置の運転状況の把壷

や嫌気性菌の保存の状態を把握する指標として

クグ

ヽミさ､

F420が利用出来るか否かを判断するために,実験室スケー

ルでのメタン生成菌の活性とF420との相関性について検討

した｡さらに当社が納入した嫌気性リアクターより採取し

た嫌気性汚泥中のF420含有量と実際の運転状況との関係に

ついての検討結果を報告する｡

1.補酵素F42｡とは

蛍光性補酵素F420はメタン生成菌固有の物質で,波長

420nmに吸収極大を示し,またその酸化型は470nm付

近に蛍光の極大ピ-クを示す｡ F420の化学的な構造は,罪

1囲に示すようにデアザフラビン誘導体であり8), F.20の

メタン生成菌内での主な役割は第2園に示すように,ギ酸

デヒドロゲナーゼ及びヒドロゲナーゼが関与する酸化還元

反応において, NADP (ニコチンアミド･アデ=ンジヌク
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第1図 F420の分子構造

Fig. 1 Molecular structure of F420
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Fig･ 2 Role of F420 in
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レオチドリン酸)と共役して電子運搬体の役割を担ってい
る9)0

したがって, F420が全てのメタン生成菌に存在し,しか

もメタン生成において重要な酵素反応と密接に関連してい

ることを考えれば, F420の蛍光強度を測定することによ

り,メタン発酵におけるメタン生成菌の活性及びメタン生

成菌のi濃度の指標になると考えられる｡

2.実額方法

2. 1 *##!E

実験には有効容量が約5.7e容量のUASB l)アクターを

使用したが,その概略の仕様を第1表に,またそのフロー

を第3図に示したo I)アクターはその上部にガスと懸濁物

質(S Sと略す)を分離するGSS(Gas-Solid Separator)

を有する円筒型リアクターである｡ 1)アクタ-内の液温は

ジャケッTlに恒温水を供給することにより37j=1oCに維

持した｡また, 1)アクター内のpHは合成原水中に含まれ

る7ルカ1)及び1)アクターに添加する水酸化ナトリウムに

より約7忙制御したo

2. 2 合成原水

実験に使用した合成原水の組成を第2表に示した.普

た,その水質を第3表に示した｡本実験で使用した合成原

水は,有機炭素源としてピー/レ及びコーンステイ-プ1)カ

-10) (CSL)を用いており, SSを含まない生分解され

やすい成分で構成されている｡

2. 3 種汚泥

実験に使用した種汚泥には,下水処理場の嫌気性下水消

化汚泥を使用し, I)アクタ-の有効容量(l)アクターの沈

澱部を除いた容量)当たり,約log/eとなるように投入し

た｡

2. 4 う)折方法

pH, SS, TOC等は, JIS KOIO2に準拠して分析

した｡補酵素F420の測定は, M. S. Switzenbaum法11)

の変法にしたがって行った｡そのフローチャートを第4図

に示す｡なお, F420の純品が入手出来ないため,本報での

F420量は類似の発光パターンを持つ硫酸キニーネ量で代替

第1表

Table I

第3園

UASB式実験装置

Fig.3

Flow diagram of UASB test reactor

UASB式リアクターの仕様

Specifications of laboratory-scale UASB type reactor

Item l Spec ifica tion

Type

Material

Shape

Dimensi ons

Reactor
volume (except settling

part volume)
Water temp erature ill reactor

UASB type

Transparent PVC

Cylindrical

lOOdia.×1 100TI壬

5.7β

37土1oC

第 2 表 合成原水の組成

Table 2 Composition of synthetic wastewater

SLlbstance Content (mg/e)

Beer 25 000

CSL 3 000

Ca(OH) 2 65

NaOH 70

CSL : Corn steep liquor ノ

第 3 表 合成原水の水質

Table 3 Quality
of synthetic wastewater

Item Vallle

pH
SS

TOC

BOD

T-N

T-P

Ca2＋

Fe3'

Mg2‾

(-

mg/♂
//

/ク

//

J?

//

//

//

4.0

30

1010

2000

103

22

37

0.5

20

表示12)した｡このため,本報ではF420をF420qと表示し,

汚泥中のF420q含有量はg F420q/g VSという単位で表示

した｡硫酸キニーネ量での代替表示の方法は,まず硫酸キ

ニーネの数種類の漠度の標準液を作成し,その蛍光強度を

測定し検量線を作成する｡次に,各サンプルのF420の蛍光
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Pour the sample illtO a Centrifuge tube.
J

Centrifuge at 15 000 rpm for 10 minutes at 4℃

Add 40mEi of 3 % NaCI solution and
rresuspend the pellet.

J

Centrifuge at 15 000 rpm for
lOminutes at 4℃.

J

Resuspend the pellet in 50
ml

Repeat two times.

㌔+
of deionized water.

J

Adjust the pH
to 8.5with 0.1 N KOfI.

J

Heat for lOminutes at lOOoC.
J

Dilute the suspended solid to 100
mE.

J
Centrifuge at 15 000 rpm for lOminutes at 4℃.

J

Filtrate the supernatant with a O･20 〟m

membrane filter.
J

Dilute the supernatant adequately
J

Add 4.5m且of isopropanol and 0.6mE of 1 N KOIi
to l･5 mE of the diluted stlpernatant.

J

Determine the fluorescence using a

fluorospectrophotometer.

? […AcilstsqEinonw;vaevleelnegntght?a.20n許
第4国 F420の測定方法

Fig. 4 F420 measuring method

強度を測定し,先に求めた硫酸キニーネの検量線にその値

を代入しF420を硫酸キニーネ量として求めた｡

3.実験結果

嫌気性l)アクター中の汚泥のF420含有量とメjZン生成菌

の活性との関係を明らかにするために第3園忙示したリア

クタ-を用いて連続実験を行った｡第5図にTOC負荷,

TOC除去率及びガス化率の経時変化を示した｡ガス化率

とは流入水中の有機炭素がメタン及び二酸化炭素の炭素に

変換された割合である｡ TOC容積負荷0.25kg TOC/

m8･dで運転を開始し, TOC除去率は85%以上を維持す

るように運転し,約90%に達した時点でTOC負荷を約

20%上昇させた結果, 60日後にはTOC負荷率が約2kg/

l 芸芸d*芸芸蒜:-;誌吉:{L･L､誓慧?iO,日呈芸芸6n?i,a:芸芸芸ヲ7Co
の故障により原水の沫入量が急激に増加したためで急激な

負荷の増加が原因である｡

第6図にVS当たりのガス発生速度, TOC除去速度及

びF420q含有量の経時変化を示した｡ VS当たりのガス発

生速度及びT 0 C除去速度すなわち汚泥の活性が経時的に

上昇し, 0･38Ne/g VS･d及び0.37g TOC/gVS･dにま

で達した｡また,汚泥中のF42.q含有量も初期値の0.028カ､

ら0･125 g F420q/g VSに上昇した｡

そこで,メjZン生成菌の活性とF420｡との相関性を調べ

るためにF420qとガス発生速度及びTOC除去速度との関

係を第7国に示した｡ F420qとガス発生速度及びTOC除

去速度には,明らかに正の相関が認められる｡そこで,拷

泥中の推定メタン生成菌含有率を計算し, F42.qとの関係

を調べた｡汚泥中のメタン生成菌含有率は,まず(1)式によ

りl)アクター中のメタン生成菌量を計算し,それを.)アク

ター中の全VS量で割ることにより算出した｡
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M(n)-S(n)･YIM(n-1)･b＋M(nll) (1)

ここで,

M(n): n日目のメタン生成菌量(g VSM)

S(a) :
n日日のTOC除去量(g TOC/day)

y :メタン生成菌の収率係数(g VSⅡ/g除去

TOC)

b :メタン生成菌の菌体減衰速度定数

(1/day)

条件として,水素資化性と酢酸資化性メタン生成菌の構成

比が変化していないという前提のもとに,種汚泥として使

用した嫌気性下水消化汚泥中のメタン生成菌含有率を0.02

(g VSh(/g VS),メタン生成菌の収率係数及び菌体減衰速

度定数についてはHanze等13)がそれぞれ0.03 (g VSh(/g

除去COD)及び0.01-0.04 (1/d)と報告しており,収率

係数Y-0.075 (約0.03g VSM/g除去C ODに相当),減衰

速度定数b-0.025 と仮定した｡また,本報ではメタン生

成菌のVSは汚泥全体のVSと区別するためにVSlq と表

示することにした｡計算結果より,第丁園に示したように

F420q含有量が求まれば,メタン生成菌含有率が推定出来

ることが明らかとなった｡

そこで第7図の直線は(2)式で表すことが出来る｡

y-3.2Ⅹ-0.05 (2)

ここで,

y : TOC除去速度(g TOC/g VS･d),

ガス発生速度(Ne/g VS･d),

メタン生成菌含有率(g VSnI/g VS)

Ⅹ : F420q含有量(g F420q/g VS)

また,メタン生成菌含有率からメタン生成菌当たりのT

OC除去速度及びガス発生速度を計算すると,次のような

値が得られた｡

TOC除去速度-1g TOC/g VS』･d

ガス発生速度 -1Ne/g
VSAI･d

文献14)にみられるガス発生速度は, 1-3Ne/g VSM･dで

あり,前述の値もこの範囲に入り, (2)式は妥当なものであ

るといえる｡

4.各種汚泥中のF｡2.q含有量及び実装置の運転

状況

4. 1各種汚泥中のF420q含有王

第4表に各種汚泥中のF420q含有量を示したが,妖気性

下水消化汚泥以外はおおよそ0.2-0.3g F420q/g VSの範

囲にある.妖気性下水消化汚泥中のF420q含有量が低いの

は,嫌気消化槽中では処理対象が下水汚泥という一般に不

溶性及び難分解性物質であるため,メタン生成菌含有率が

低いと考えられる｡各種汚泥中のF420q含有量に違いが生

じるのは,廃水組成,培養条件等によって汚泥内の微生物

相の構成が異なるからである｡また,メタン生成菌単位菌

体当たりのF420q含有量が一定であるとすると,グラニュ

ー/レのメタン生成菌量は下水消化汚泥の約10倍量含まれて
いることになる｡これらの値は, Methanothrix属メタン

生成菌のメタン生成活性から算出したグラニエール中のメ

タン生成菌含有量と消化汚泥中のそれとの差(5-20倍)

の範囲14)にあり,本分析法が概ね妥当であることが分かる｡

また,次の例のようにF420q量の時系列データだけでも

その汚泥のメタン生成活性は評価できる｡

第4表を例にして利用例を説明する｡ B固定床汚泥の場

第 4 表 嫌気性汚泥中のF420q含有量

Table 4 F420q COntent in
anaerobic sludge

sa-ple (Waste-ater) ･

(gF4F2402q.;7gntevn;)
Digested sewage sllユdge

A granule sludge (Beer)

B fixed bed sludge (Starch)

C
granule sludge (Beer)

B fixed bed sludge
(stored at 4oC for 1

month)

C granule sludge
(stored at 4 oC for 1

veek)

( ク for 2
weeks)

( 〃 for 3
weeks)

0. 028

0. 326

0. 208

0. 228

0. 223

0. 160

0. 168

0. 164

第 5 表 実装置の嫌気性汚泥中のF420q含有量及び運転状況

Table 5 F420q COntent in
anaerobic sludge and operation data on

actual reactors

(w≡sat:Eaet｡,)書(冨43三;.cqo/ngtevn昌)喜てkOgCiBocdinmg8
:3t)elegcTramCO/Vlt:da)te;Gasific(aoSn

rate

D fixed bed
sludge

(Chemical compound)

0.127 0.7

E fixed bed
sludge

o. 301

(Starch)

F fixed bed
sludge

o. 310

(Food)

G granule sludge
0. 397

(Beer)

0.6 62

1.6 1 1.1 52

1
4.4 2.1 27

3.8 3.4 64
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合には,冷蔵保存でも1ケ月間ならメタン生成菌活性には

大きな低下は発生しないことが分かる｡一方, Cグラニュ

ー/i,の場合には,冷蔵保存すると一週間でF420q量が約30
%減少するが,冷蔵期間中では大きな低下は認められな

い｡ F420q量を定量することによって低温で貯蔵する場合

の活性の低下幅を推定出来る｡また,このCグラニエール

の活性度の測定結果では,サンプリング直後のグ/レコース

の分解活性が1ケ月後にほ約45%減少しており, F420q含

有量の減少とほぼ一致する｡

4. 2 実装置の嫌気性汚泥中のF420qと運転状況

実装置の嫌気性汚泥中のF420q含有量が実際どのような

値なのか把握するとともに運転監視の指標に使えるかどう

か判断するために,実際に運転されている実装置の汚泥を

サンプl)ングし,その汚泥中のF420q含有量を測定した｡

その結果を第5表に示す｡また,サンプリング時の有機物

負荷等も第5表に示した｡実際のメタン発酵リアクターの

汚泥中のF420q含有量は下水の嫌気性消化汚泥中のF420q含

有量の5倍以上の値を示し,メタン生成菌が優占種になっ

l ていることが確認された｡ここでD固定床汚泥中のF42.-1

含有量が他の汚泥中のF420q含有量に比べ低い値を示した

のは, D固定床l)アクターは立ち上げ運転中であり,メタ

ン生成菌の馴養期間がまだ短いためメタン生成菌が完全に

優占種になっていないからである｡今後メタン生成菌が優

占種になりリアクタ-が立ち上がればF420q含有量も高く

なると考えられる｡このことより, F420qが運転監視の指

標に使用出来ると考えられる｡

む す ぴ

メタン生成菌活性と補酵素F420との相関性を検討した結

果,メタン生成菌の活性すなわちTOC除去速度及びガス

発生速度と F420q含有量との間に正の相関が認められた｡

I

また,このときの汚泥中のメタン生成菌量を計算しF4ヱOq

含有量との関係を調べたところ, F420q含有量を求めれは,

メタン生成菌含有率を推定出来ることが明らかとなった｡

また,実際のメタン1)アクターの汚泥中のF420q含有量は

下水汚泥嫌気性消化汚泥中のF420q含有量の5倍以上の値

を示し,メタン生成菌が優占種になっていることが確認さ

れた｡さらに,実際のメタン発酵l)アクター中からサンプ

l)ングした汚泥は高いF420q含有量を示し,リ7クタ-は

高いTOC除去速度を維持して安定した連転がなされてい

るという結果が得られた｡この事より, F420q量はメタン

生成菌の活性の評価に使用出来ることが明らかとなった｡
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