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1. はじめに 
 UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) 法は、

様々な産業廃水処理に適用されている。特に中温 
(37 ℃付近) UASB 法は、既に成熟段階に達した技術

と見なされ高く評価されている。しかしながら、ア

ルコール蒸留廃水や食品加工廃水は、60-90 ℃と高

温で排出されるため、中温度域まで冷却して処理さ

れている。そこで現在、高温 (55 ℃付近) UASB 法

の開発が進められている。高温UASB 法は高温廃水

を処理する際、廃水の冷却に必要となるエネルギー

が少なくて済むという利点がある。また、高温UASB
法は、中温UASB 法と比較して数段活性の高いメタ

ン生成古細菌を反応器内に保持しているため、高

温・高濃度の有機性廃水を高速・高負荷で処理する

ことが期待されている。実際に、容積負荷 100 
kgCOD・m-3・day-1を達成した高温 UASB リアクタ

ーの報告もある 1)。しかしながら、高温UASB 法が

普及しない原因として、環境変動に弱く、プロピオ

ン酸がプロセス内に蓄積することで良好な処理水質

が得られなくなることが多々報告されている 1), 2)。 
これを解明するために、高温UASB リアクターの

プロセス破綻に関する研究として、容積負荷 7.3 
kgCOD・m-3・day-1で運転している高温 UASB リア

クターを用いて様々な条件の過負荷曝露試験を行な

った 3)。その結果、意図的に 10 倍負荷で曝露するこ

とで有機酸が蓄積しても、pH 低下が起こらなければ

メタン生成は活発に行われ、定常時の基質に戻すこ

とにより即座に定常状態に戻った。ところが 10 倍負

荷で曝露することで有機酸が蓄積し、間接的にリア

クターのpHが5.0まで低下するとリアクター内微生

物群集がダメージを受け、定常時の基質に戻した後

もプロピオン酸の蓄積が長期に渡った。また、低 pH
期間が長くなることで微生物群集のダメージは大き

くなり、回復必要日数も長期化することを明らかに

した。しかしながら、リアクター内のどの微生物が

どの程度のダメージを受けているか、微生物群集の

ダメージは菌の死滅なのか、活性低下によるものな

のかは明らかにすることができなかった。 
 そこで本研究は、低 pH 曝露によって高温 UASB
処理性能が悪化した際、プロピオン酸酸化細菌やメ

タン生成古細菌がどのようにダメージを受けている

のか解明するため、意図的にリアクターを低 pH 環

境下に曝して処理性能を悪化させ、グラニュール汚

泥を構成する微生物群集の変遷を分子生物学的手法

で解析した。 
 
2. 実験方法 
(1) 高温UASBリアクター 
 本研究に用いた高温 UASB リアクターを Fig.1 に

示す。本リアクターは、高さ 720 mm、内径φ60 mm
のガラス製で反応容積 2.24 L、0.2 L の GSS 
(Gas-Solid-liquid Separator) を設けている。リアクタ

 

Fig.1 Schematic diagram of the UASB reactor. 



ー内温度は、ウォータージャケットにより恒温水を

循環させ 55.0 ± 1.0 ℃に制御した。COD 容積負荷

と水理学的滞留時間 (HRT) は、反応容積を用いて

算定した。本リアクターの植種汚泥は、焼酎蒸留粕

廃液を 1 年以上に渡り処理しているパイロットスケ

ールの高温UASBより採取したグラニュール汚泥を

重力沈降して用いた。 
(2) 定常時の基質 
 本実験に用いた人工基質の組成を Table 1 に示し

た。プロピオン酸を唯一の炭素源とし、濃度 5000 
mgCOD・L-1 とした。なお、プロピオン酸とプロピ

オン酸ナトリウムを混合することにより、pH は 7.0 
± 0.1 に調節している。人工基質は 4 ℃の恒温室で

保存し、供給する際には恒温槽を通過させて 55 ℃
に加熱した。 
(3) 分析項目 
 人工基質並びに処理水中の CODcr は HACH 法、

pH は卓上 pH メーター (HM30-R) で測定した。バ

イオガス組成は、Unibeads C (60/80 mesh) を充填し

た2 m×3 mm stainless steelカラムを搭載したTCD型

検出器ガスクロマトグラム (Shimadzu GC-8A) によ

り測定した。VFA は 30 m×0.53 mm、膜厚 0.25 µm

のStabilwax-DAカラムを搭載したFID型検出器ガス

クロマトグラム (Shimadezu GC-1700) により測定

した。人工基質、処理水の溶解性試料はメンブレン

フィルター (Advantec ; 孔径 0.2 µm) で濾過したも

のを用いた。 
(4) 低pH曝露試験 
低 pH 曝露試験は、供給基質濃度 5000 mgCOD・

L-1、HRT 4.0 hr と固定し、プロピオン酸とプロピオ

ン酸ナトリウムの混合比を変えることで pH 4.9 ± 
0.1 に調製した基質を 12 時間供給することにより行

なった。その後、即座に定常時の基質に戻し、自己

回復を図った。バイオガスおよび処理水のサンプリ

ングは、低 pH 曝露時では 3 時間毎、定常時の基質

に変更直後では 6 時間毎、それ以外は１日毎に行な

った。また、定常時、低 pH 曝露終了時、回復期間

においてグラニュール汚泥のサンプリングを行い、

配列特異的 SSU rRNA 切断法による解析に供した。 
(5) 配列特異的SSU rRNA切断法 
 採取したグラニュール汚泥からの RNA 抽出は、

ビーズビーター法により行なった。RNA 溶液の濃度

測定は、RiboGreen Quantitation Kit (Molecular Probes) 
と分光光度計 (Shimadzu ; RF-5300PC) を用いて行

なった。 
 配列特異的 SSU rRNA 切断法は、Table 2 に示す

DNA プローブを用いて以前に報告された方法に準

じて行なった 4)。RNA フラグメントは RNA 6000 
Nano Kit (Agilent) を用いて、Agilent 2100 Bioanalyzer
によって電気泳動を行なった。RNA サンプルと電気

泳動の試薬は、RNA 6000 Nano Kit 内説明書に従って

調製した。電気泳動内の個別のバンドの蛍光強度は、

Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent ; export 2100) に付属

しているソフトウェアで解析した。蛍光強度は、そ

れぞれ異なる反応試薬で行なった 2 サンプルによっ

て計算した。なお、MX825mix および SARCI551 を

用いて解析を行ったところ、両プローブに特異的な

微生物は検出されなかった。そのため、TMX745m
を用いて解析した結果を酢酸資化性メタン生成古細

菌の値として評価した。また、ARC915 を用いて得

られた結果とTMX745mを用いて得られた結果の差

を水素資化性メタン生成古細菌の値として評価した。 

Table 1 Composition of artificial wastewater. 

 



3. 実験結果 
(1) 高温UASBリアクターの定常状態 
 リアクターパフォーマンスの経日変化を Fig.2 に

示す。本リアクターは、スタートアップから負荷を

段階的に上昇させて運転した。負荷の上昇は、HRT
を固定し、供給基質の濃度を上昇することにより行

なった。運転開始 72 日目に容積負荷 30 kgCOD・
m-3・day-1で、COD 除去率 ([inf. COD 濃度-eff. COD
濃度] / inf. COD 濃度×100) 95 %以上、メタン生成速

度 20-25NL・day-1という定常状態に達した。定常状

態においてスラッジベッドの高さ変動は無く、37 
gVSS・reactor-1 の汚泥が保持されていた。この時の

汚泥負荷は、1.8 kgCOD・kgVSS-1・day-1であった。 

(2) 低pH曝露による高温UASB処理性能の応答 
 Fig.3に低pH曝露試験におけるリアクター処理性

能の経日変化を示す。 
本リアクターは、定常状態において COD 除去率

95 %以上、メタン生成速度 20-25 NL・day-1と非常に

良好な処理性能を示していた。しかし、僅か 12 時間

の低 pH 曝露により、メタン生成速度 0 NL・day-1、

COD 除去率ほぼゼロ%まで処理性能が悪化した。こ

の時、プロピオン酸の分解は行われておらず、処理

水中に 4800 mgCOD・L-1程度蓄積していた。このこ

とから、低 pH 曝露によりプロピオン酸酸化細菌が

大きなダメージを受けていることが推察される。ま

た、メタン生成も行なわれていない状態にあるが、

これはメタン生成古細菌がダメージを受けたことに

よるのか、それともプロピオン酸分解が行われない

ために基質となる水素や酢酸が供給されないだけな

のかは、処理パフォーマンスからは不明であった。 
そこで、低 pH 曝露試験中のグラニュール汚泥を

配列特異的SSU rRNA 切断法により解析した。 
(3) 低pH曝露による高温UASB微生物群集の変遷 
 Fig.4 に低 pH 曝露試験中の全 RNA 量および各微

生物群のRNA 量 (全RNA 量 [µg・g-sludge-1] × 各
微生物群由来のRNA の割合) の変遷を示す。 
 低 pH 曝露により、プロピオン酸酸化細菌が属す

るDesulfotomaculum Ih group のRNA 量は、配列特異

的 SSU rRNA 切断法の検出限界以下まで低下した。

一方、各メタン生成古細菌の RNA 量は、定常状態

の 50 %程度までしか減少していない。このことから、

プロピオン酸酸化細菌とメタン生成古細菌の至適

pH は共に中性付近であるにも関わらず、プロピオン

酸酸化細菌は致命的なダメージを受けるが、メタン

生成古細菌は比較的ダメージが小さいことが示され

た。これまでの結果から、高温プロセスにおけるプ

Table 2 DNA scissor probes (Narihiro & Sekiguchi, in preparation) 

 

Fig.2 Time course of process performance during 
start-up operation. (A) Changes in influent pH, effluent 
pH and methane production rate. (B) Time course of 
COD concentration and COD removal efficiency. (C) 
Changes in effluent VFA concentration. 



ロピオン酸蓄積の原因は、僅か 12 時間程度の低 pH
環境下に曝されることによりグラニュール汚泥内微

生物群集の中でもプロピオン酸酸化細菌が直接的に

大きなダメージを受けることによるものであると示

唆された。ただし、微生物の RNA 量変化の解析だ

けでは、微生物群集のダメージが菌体の死滅である

のか、活性低下によるものであるのかは不明である。

しかしながら、回復期間におけるメタン生成速度、

処理水中のプロピオン酸濃度から比増殖速度および

倍加時間を算出すると、それぞれ 0.12 day-1、5.8 day
となった。これは、以前に報告されている高温嫌気

環境下のプロピオン酸酸化細菌 5) の値と同程度であ

る。このことから、低 pH 曝露によりプロピオン酸

酸化細菌は死滅し、定常時の基質に戻すと生き残っ

たプロピオン酸酸化細菌が基質を消費しながら増殖

していくのではないかと考えることができる。 
 
4. まとめ 
 高温UASB におけるプロピオン酸の蓄積は、有機

酸蓄積による間接的な pH 低下がグラニュール汚泥

内のプロピオン酸酸化細菌に致命的なダメージを与

えることが一因であると示唆された。また、グラニ

ュール汚泥内のプロピオン酸酸化細菌は低 pH 曝露

により死滅するが、定常時の基質に変更すると生き

残った菌体が基質を消費しながら増殖していくため、

定常状態までの回復に長期を要すると考えられた。 
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Fig.4 Transition of microbial consortia during 
deterioration and recovery of performance. (A) 
Estimated values of percentages of specific 16S rRNA 
to total 16S rRNA by sequence-specific rRNA 
cleavage method. Arrows indicate detection limit of the 
cleavage method. Error bars indicate the standard 
deviation of duplicate. (B) A change of the quantity of 
total RNA and type-RNA. Error bars indicate the 
standard deviation of triplicate. 

Fig.3 Process performance of thermophilic UASB 
reactor during experimental period. (A) Changes in 
influent pH, effluent pH and methane production rate. (B) 
Time course of COD concentration and COD removal 
efficiency. (C) Changes in effluent VFA concentration. 
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