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固定化微生物の廃水処理への応用を目指した

PVA固定化担体の調製に関する基礎的研究

橋古
同 博，＊片平圭治，＊佐藤幸保，＊菊地賢一＊

Fundamental　Stu〔ly　on　Prepar＆tion　of　PVA　Carriers　for　the　Application　of

　　　　Immobilized　Microorganism　to　Waste　Water　Treatment

Hiroshi　TAKAHAsHI†，Keiji　KATAHIRA†，Yukiyasu　SAToH†and　Ken－lchi　KIKucHI†

　加αo加oi砺s4励耀θ6えπcells　we坐e　immobilized　in　polyvinyl　alcohol（PVA）gel　beads　by　using

gelling　reaction　with　PVA－boric　acid－phosphate．　The　physica1／chemical　and　fermentation

stabilities　of　the　immobilized　cells　were　studied　for　the　application　of　immobilized　microorganism

to　waste　water　treatment．　In　the　experiment　of　preparation　of　cell　immobilized　PVA　beads，

spherical　and　strong　gel　beads　were　formed　at　PVA　concentration，12wt％，and　boric　acid　concen－

tration，5wt％．The　gel　beads　had　porous　structure　like　spongy　pore，and　the　cells　were　confirmed

on　the　surface　and　the　inside　of　the　gel　beads．The　operational　stability　of　the　immobilized　cell

system　was　repeatedly　studied　in　a　batch　fermentation，The　system　successfully　operated　for　the

20time　repeated　fermentations，and　the　gel　beads　were　not　damaged　during　all　the　runs．

蜘y肋雌：PVA　beads，Immobilization，五ααo加6’〃㍑s4θ1わ1με々〃，fermentation，boric　acid，phosphoric

　　　　acid

言緒1

　微生物酸化処理による廃水処理は，微生物の代謝機能を利用

して廃水中のBOD，CODなどを低下させる処理法であり，現

在様々な産業において幅広く研究・利用16）されている。しか

し，通常の微生物を利用する発酵操作とは異なり，流入水の組

成，濃度，流量が時間的に変動すること，殺菌系での操作は困

難であること，あるいは処理の過程で汚泥等の固体が大量に生

成し，煩雑な固液分離操作を伴う場合があることなど，廃水処

理特有の問題点が存在する。また，負荷変動に伴う微生物の増

殖速度と流出速度の不釣り合いにより生じるwashoutの問題

も潜在的に存在することから運転操作には慎重を期す必要があ

る。このような諸問題の多くは微生物を固定化することにより

回避できることから，固定化微生物を利用した廃水処理に関す

る研究7）が数多く行われている。

　微生物を固定化する手法としては，単体結合法，架橋法，包

括法などがあるが，その簡便さから天然または合成高分子ゲル

の格子内に菌体を封じ込める包括固定化法8）が多く行われてお

り，固定化担体としては寒天，アガロースゲル，カラギナン，

アルギン酸，キトサン，アクリルアミド，ポリウレタンな

ど＄1D）が利用されてきた。しかし，廃水処理用固定化担体は，

低コストであること，大量に造粒が可能であること，ゲルの強

度が比較的高いことなどが求められることから，これらの特性
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　その中で，ポリビニルアルコール（PVA）は工業規模で安

価に生産される高分子材料の一っであり，微生物に対し毒性が

低い特徴を有する。そのため，PVAを固定化担体として利用

する研究が古くから数多く行われm6），現在においても固定化

酵素の担体としての利用を含め様々な分野において研究17 21）が

行われている・しかし，これらの多くの研究は固定化微生物の

培養特性に関する報告が主であり，担体粒子の物性に及ぼす固

定化条件の検討，さらには担体，固定化菌体の強度，あるいは

物理的，化学的さらには発酵工学的観点から見た安定性等に関

する研究は少ない8・15・16）のが現状である。

　そこで本研究では，固定化微生物の廃水処理への応用に関す

る基礎的研究の一環として，固定化担体としてPVAに着目し，

またモデル微生物としてPVAへの固定化例がない乳酸菌を選

び，はじめに固定化条件の検討を行う。次いで，固定化微生物

を用いて回分操作により繰り返し培養を行い，物理的，化学的

ならびに生物学的な安定性にっいて明らかにすることを目的と

したQ

2．実験

　2．1試薬

　実験で使用したPVAは，和光純薬工業（株）社製一級のポ

リビニルアルコールであり，平均重合度1000，完全けん化型の

試薬を用いた。また，架橋反応には，和光純薬工業（株）社製

市販特級試薬のほう酸，およびリン酸二水素アンモニウムを使

用した。

　2．2　培養実験

　実験で使用した乳酸菌は，加αo肋o’〃μ54ε1わ1〃eた”IFO3534

であり，Table1に示す組成のGYP培地を用いて培養を行っ
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22 高橋　博・片平圭治・佐藤幸保・菊地賢一

Table　l　Composition　of　GYP　cultivation　medium Table2

component （：oncentraもion［kgノ且131

Kinetic　parameters　estimated　from　free－cell　batch

fermentation．

Glucose

鹿ast　extract

Polypeptone

MgSO4。7H20

0
戸
D
5
1

1 μm伍rq　8醸1　玲、［kg・吻cells／k窪91u1｝貨3［kぎ1ac甑rg厨

0，41　　　　　1．7　　　　　　　　　　0．13　　　　　　　　　　　　　　　　0．73

3．実験結果および考察

た。培養は，Figure1に示す発酵槽（丸菱理化装置研究所社

製MD250，内容積2．6dm3）を用いて行い，所定の量の固定化

乳酸菌（あるいは固定化していない乳酸菌）を発酵槽に接種し，

温度37℃，回転速度200r．p．m．の下で回分操作により行った。

実験中，任意の時間毎に培養液をサンプリングし，乾燥菌体濃

度，グルコース濃度，乳酸濃度の定量を行った。

　2．2　PVA固定化乳酸菌の調製

　PVA固定化乳酸菌の調製はゲル包括法により以下に示す手

順で行った。はじめに所定の濃度に調製したPVA水溶液およ

び約15時間振とう培養を行った乳酸菌培養液を等量混合し，十

分に撹拝を行った。次いで，混合溶液を注射器に入れ，所定の

濃度に調製したほう酸水溶液中に滴下するとともに45分間撹拝

し，ほう酸による架橋反応を行った。その後，ほう酸水溶液か

ら粒子を取り出し，10wt％のリン酸二水素アンモニウム水溶

液中で3時間懸濁し，リン酸によるエステル化反応を行った。

すべての操作が終了した粒子は滅菌水を用いて十分に洗浄し，

PVA固定化乳酸菌として実験に供した。

　2，3分析

　乳酸濃度の定量は，Barker－Summerson法22），グルコース

濃度はNelson－Somogyi法23）による比色法で行った。また，

菌体の濃度は，所定の時間にサンプリングした培養液を希釈し，

660nmにおける濁度を測定し，乾燥菌体重量に換算して表し

た。固定化乳酸菌の表面および断面の分析は，固定化粒子を凍

結乾燥した後，JEOL社製走査型電子顕微鏡JSM－5300により

行った。

　3．1遊離乳酸菌の増殖特性

　固定化乳酸菌の種々の評価を行うに先立ち，はじめに固定化

を行わない遊離系において乳酸菌の培養を行い，増殖特性にっ

いて調べた。

　Figure2に実験結果の一例として，基質であるグルコース

の初濃度を48kg／m3とし，温度37℃の下で培養を行った場合

の菌体濃度，グルコース濃度および乳酸濃度の経時変化を示す。

図より，遊離系における乳酸菌の増殖は約10時間程度の誘導期

を経た後指数増殖期に移行し，約30時間程度で静止期に達する

ことがわかる。また，本実験ではpHのコントロールを行わな

かったことから，基質であるグルコースの消費量は約20％程度

とかなり低い値を示している。これは，乳酸の生成に伴い培地

のpHが初期値6．8から3．5まで低下したことから，生成物阻害

により増殖が停止したと考えられる・なお，図には示さないが，

pHを4．0に制御した系で培養を行った場合には，基質の消費量

（33kg／m3），乳酸の生産量（28kg／m3）とも増加したことか

ら，本実験における生成物阻害の影響の裏付けが得られた・

　また，実験結果を基に，増殖特性を表すパラメータである指

数増殖期における最大比増殖速度μm，世代時間g，および消

費グルコースあたりの増殖収率（玲，），消費グルコースあたり

の代謝産物収率（r。／、）を求めた結果をTable2に示す。得ら

れた値は培養の条件が異なるものの，Siebold　et　al，24）が求めた

値とほぼ同程度の値を示すことがわかった。
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Figure　l　Schematic　diagram　of　batch　fermentation　system．
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Table3 Effect　of　concentratiolls　of　PVA　and　boric　acid
SOIUtiol1S　On　gel　fOrmatiOn．

Table4　Physical　properties　of　cells　immobilized｝）VA　beads

PVA
conce批ratioηlwt％｝
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G磁飾r斑就三〇n
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3。昏xi（ン＄ 1．018×三〇＄ 93．i
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　3．2　PVA固定化乳酸菌の調製法に関する検討

　Hashimoto　et　al．25』によれば，PVA固定化粒子の調製に際

し，架橋剤として使用するほう酸は，重合速度を速くするとい

う観点から飽和濃度のほう酸水溶液を用いることが提案されて

いる。しかし，飽和のほう酸はpHが4以下であることから，

乳酸菌以外の菌体を固定化した場合，菌体の活性に影響を及ぼ

す酊能性があると考えられる。一方，低濃度のほう酸水溶液で

架橋反応を行った場合には，菌体へのストレスは小さくなると

予想されるものの，固定化粒子の強度は低下すると考えられる。

そこで，本研究では，架橋剤であるほう酸の濃度を低くするこ

とにより菌体へのストレスを緩和すると共に，菌体と親和性の

高いリン駿二二水素アンモニウム水溶液を用いてゲルの一部をエ

ステル化1美）し，菌体への過度なストレスを避ける手法により固

定化乳酸菌の調製を試みると共に調製条件の検討を行った。

　Table3に，種々び）ほう酸の濃度，PVA濃度における調製

ゲルの硬さ，ならびに得られるゲルの形状を示す。PVAの濃

度が10wt％以ドの場合，ほう酸の濃度が3wt％においてもゲ

’レが形成されたが，球形の粒子を得ることは不可能であった・

しかし，PVA濃度が12wt％以ヒでかつほう酸の濃度が5wt％

以 ヒであれば硬い球形の粒子を得ることができたことから，以

降の実験では，ほう酸の濃度を5wt％，PVAの濃度を15wt％

として固定化乳酸菌の調製を行った・Photo．1に得られた

PVA固定化乳酸菌の写真を示すと共に，Table4に得られた

粒子の物性を示す。表より，本手法で得られた粒ヂは，直径が

約3．5mm，またピクノメータにより測定した粒子の密度は

LO18×10蟹g／m3，さらに含水率は93．lwt％であり，培地の浸

透性および水溶液中における懸濁性は良好であることがわかる。

　3．3　固定化乳酸菌による培養実験

　次に，ほう酸濃度5．Owt％，PVA混合溶液の濃度が15wt％

の条件のドで調製した固定化乳酸菌を用いて培養を行い，固定

化乳酸菌の培養特性にっいて調べた。

　Figure3に，初期グルコース濃度を10kg／maとし，固定化

乳酸菌の粒子濃度がlvol％の下で回分操作により繰り返し培

養を行った場合の，10回目の回分培養時（b））および遊離系

による回分培養（a））における菌体濃度，グルコース濃度，

および乳酸濃度の経時変化を示す。固定化乳酸菌を倒いた場合，
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Time　courses　of　cells　concentration，glu（lose　con－

eentration，an（11actic　concentration　in　the　free－
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培養液中でも乳酸菌の増殖ならびに乳酸の生産が行われている

ことから，担体の一部から乳酸菌が培地に供給され，培地中で

乳酸菌が増殖し乳酸を生成していることがわかる。また，菌体

濃度および乳酸濃度とも遊離菌の場合の値とほぼ同程度であり，

PVA固定化乳酸菌は菌体の供給源として十分に機能している

ことがわかる。

　Figure4に，同一の固定化粒子を用いて回分培養を繰り返

した場合の，培養回数と培地中に存在する菌体基準の増殖収率

γ．／、および乳酸の生産物収率玲，の関係を示す。増殖収率はは

じめの数回は比較的高いものの，その後培養回数を重ねるにつ

れてその値は徐々に低下する傾向を示している。一方，生産物

収率は初回の培養では低い値を示したものの，2回目の培養以

降からはほぼ一定の値を示している。このことから，玲、を

玲，で除して得られる，溶液中に存在する単位菌体あたりの乳

酸生産量は，培養回数が増加するにっれて上昇する傾向を示す

ことがわかる。これは，培養回数の増加に伴い，固定化粒子内

の乳酸菌の増殖が進み，粒子内に存在する菌体による乳酸の生

産割合が増加したためと考えられる。そこで，固定化担体中の

乳酸菌による乳酸生産の割合を明らかにするために，固定化

PVA粒子の濃度が20vol％の下で培養を行い，培地中に存在

する乳酸菌の増殖速度と単位乳酸菌あたりの乳酸の生産速度と

の関係を調べた。

　系内で生産される乳酸は，菌体の維持により生産される乳酸

および菌体の増殖により生産される乳酸の和で表されると仮定

し，LuedekingandPiret式を拡張するとEq，（1）が得られ

る26）。そこで，培養回数1回から3回までのデータを用いて増

殖曲線を基にEq．（2）により増殖速度μを求め，Eq．（1）に

より解析を行った。

9，＝αμ＋β

dC。
　　＝μc、
4’

Table5 Mathematical　parameters　determined　by　least－
square　method

Free　cel1　　　　　　　　　　　　　　8．1

玉mmob玉1ized　cel1

　1st　　　　　　　　4．9

　2屈　　　　　　　　8．3

　3τd　　　　　　　20．8

Culture α【kg・lactlkg・91ulβlkぎ1acソ（kg・91uhr）】Correl＆もioncoe飾cient

　　　　　　　　　O．31　　　　　　　　　　　　　0．98

0．32

0．25

0、20

0．90

0，95

0．94

（
1
）

（
2
）

　Figure5に溶液中に遊離している乳酸菌の増殖速度と乳酸

の比生産速度の関係を示す。また，最小二乗法によりEq．（1）

中の傾きおよび切片を求めた結果をTable5に示す・図より，

遊離菌および固定化菌体を用いたいずれの培養においても，乳

酸の比生産速度は培地中に遊離している乳酸菌の増殖速度に比
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Figure4　Relationship　between　cell　an（i　lactic　acid　yields，

　　　　and　batch　runs　in　immobilized　cell　fermentations．

例して増加することがわかる。また，固定化乳酸菌を用いて繰

り返し培養を行った場合，乳酸の比生産速度は1回目の培養に

おいては遊離系で培養を行った場合よりも低くなる傾向を示し

たが，2回目以降徐々に比生産速度が高くなり，比増殖速度に

対する傾きが徐々に増加することがわかる。これは，乳酸は遊

離した菌体のみならず固定化粒子内部にて増殖した乳酸菌によっ

ても生産され，培養回数を重ねるにっれ粒子内の乳酸菌による

生産割合が増加したためと考えられる。

　3．4　PVA固定化乳酸菌の内部構造

　これまでの結果より，PVA固定化乳酸菌は担体の一部から

培地中に乳酸菌を供給することが可能である他，粒子内部で増

殖する乳酸菌により乳酸の生産が増加する事が明らかとなった。

そこで，繰り返し培養を行ったPVA固定化乳酸菌の表面およ

び内部を走査型電子顕微鏡で観察し，内部構造および菌体の分

布について調べた。Photo．2に，回分培養を9回繰り返した

後のPVA固定化乳酸菌の表面（a）），および粒子の断面（b））

のSEM像を示す。写真a）の左側は粒子の表面全体を捕らえ

たSEM像であるが，粒子表面には乳酸菌の巨大なコロニーが

存在していることがわかる。また，右側の写真はコロニーの一

部を拡大した写真であるが，無数の乳酸菌が表面近傍に密集し

て存在していることがわかる。したがって，固定化粒子を用い

た場合に存在する培地中の遊離菌は，粒子表面近傍に存在する

乳酸菌により供給されたものと考えられる。

　また，Photo．2におけるb）の左側の写真によると，粒子内

部の所々に大きな空洞が存在すると共に無数の小さな空孔が存
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a) surface of L.deJbruekljimmobilized gel beads after the 9th batch 

fermentation . 

b) cross-section of L. delbraeklj immobilized gel beads after the 9th batch 

fermentation. 

c) cross-section of PVA carrier soaked for 15 hr in 100 mol/m3 NaOH solution 

after the 20th batch fermentation 

Photo. 2 Scanning elect.ron microscopic 1)hotographs of cell immobilized PVA after the 9*~, batch ferment,ation, a), b), and 

PVA carrier soaked in alkaline solution after the 20'h batch fermentation, c). 
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在している事がわかる。また右側の写真は小さな空孔の一部を

拡大した写真であるが，粒子内に存在する空孔の大きさは約10

μm程度であり，その一部には乳酸菌のコロニーが存在して

いる事がわかる。したがって，乳酸の生産速度の増加は，主に

表面近傍あるいは粒子内部に存在している乳酸菌により生じた

と考えられる。一方，c）に示す画像は回分培養を20回繰り返

した後の粒子を，100mol／m3のNaOH水溶液に15時間浸漬す

ることにより内部に存在する乳酸菌を溶菌し，固定化粒子の三

次元構造を調べた写真である。図より，内部は10μm程度の

空孔が複雑に重なり合い，高次の編み目構造が海綿状に形成さ

れていることがわかる・また，含水率はTable4に示すように

93％程度であることから，培地の成分がこれらの空孔を通じて

供給され，粒子内部存在する乳酸菌による乳酸の生産が活発に

行われたことが考えられる。また，PVA粒子は100mol／㎡の

NaOH水溶液で溶菌処理を行ってもその基本骨格が維持され

ていることから，今回調製した粒子はpH3．5から13までの幅広

い範囲のpHにおいて化学的にも安定に使用できることが明ら

かとなった。

一言結吐

　固定化微生物の廃水処理への応用を目指し，PVA ほう酸

架橋固定化乳酸菌の調製とその培養特性に関する研究を行った

結果，以下の結論を得た。

　モデル微生物として培養中にpHが大きく変動する乳酸菌を

用い，PVA固定化乳酸菌をゲル包括法により調製した結果，

PVAの濃度が12wt％以上，ほう酸の濃度が5wt％以上の条

件で造粒した後リン酸によるエステル化反応を行うことにより

球状でかっ硬い固定化粒子を得ることができることが明らかと

なった。また，得られた粒子は比重がLO2，含水率が93％程度

であり，水溶液中における分散性・懸濁性が良好であることが

明らかとなった。

　PVA固定化乳酸菌を用いて回分操作により培養特性を調べ

た結果，単位グルコースあたりの乳酸の生産物収率は20回の培

養を通じてほぼ一定の値を示し，固定化菌体は安定に利用でき

ることが明らかとなった。また，溶液中に存在する単位菌体あ

たりの乳酸生産量は培養回数が増加に伴い上昇する傾向を示し，

固定化担体中に存在する乳酸菌による乳酸の生産割合が増加し

たことが示唆された。

　PVA固定化粒子内部をSEMにより観察したところ，乳酸

菌は粒子表面近傍に大量に存在していることが明らかとなった・

また，粒子内部には10μm程度の空孔が多数存在し，その一

部にも乳酸菌がコロニーを形成していることが明らかとなった。

また，水酸化ナトリウム水溶液により乳酸菌の溶菌処理を行っ

た粒子を観察したところ，アルカリによる溶菌処理を行ったに

もかかわらず架橋された基本骨格は維持され，高次の編み目構

造が海綿状に形成されていることがわかった。これより，本固

定化担体はpH3。5から13までの幅広いpH範囲において化学的

に安定に使用できることが明らかとなった。
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Nomenclature

C，＝lactic　acid　concentration　　　　　　　　　　　［kg／m3］

α；91ucoseconcentration　　　　　　　　［kg／㎡］

C、二dry－cell　concentration　　　　　　　　　　　　［kg／m3］

9＝generation　time　　　　　　　　　　　　　　　　　　［hrコ

9，＝specificlacticacidpr・ducti・nrate

　　　　　　　　　　　　　　　［kg－lact／（kg－cells　hr）］

K／、＝cell　yie1〔l　to　glucose　　　　　　　　　［kg－cells／kg－glucose］

耽／、＝1actic　acid　yiel（1to　glucose　　　　　　［kg－lact／kg－glucose］

α＝constant　for　Eq．1　　　　　　　　　　　　　　［kg－1act／kg－cells］

β二constantforEq．1　　　　　　　［kg－lact／（kg－cellshr）］

μm＝maximum　specific　growth　rate　　　　　　　　　［hrl］

μ＝specific　growth　rate　　　　　　　　　　　　　　　　　［hr1］

＜subscripts＞

lact＝1acticacid

91u；glucose
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