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１．はじめに 

活性汚泥微生物細胞内に存在する NADH(ニコチン

アミドアデニンジヌクレオチド)を計測して活性状態

を推測し、制御に応用する手法が注目されつつある。

生物体内に存在する NADH は波長 370nm の光を吸収

し、450nm 付近の蛍光を発する特性 1)を利用して定量

することができる。一方、活性汚泥を超音波照射して

その一部分を死滅(不活性化)させることで再基質化さ

せて反応槽へ返送し、そこで生分解させることにより、

余剰汚泥を削減する手法が報告されている 2)。本法で

は再基質化処理において、どれだけ死滅させたかを把

握することが重要となる。本研究ではこれを、微生物

細胞の破砕に伴って漏出した細胞質中の NADH を測

定することで把握できないか検討した。NADH の測定

は反応槽混合液に対して行うのが一般的であるが、活

性汚泥の SS 分(細胞内)、ろ液(細胞外)に分画すること

ができれば、より的確な評価が可能になると考えられ

る。本研究では活性汚泥の細胞内および細胞外 NADH

の測定手法を提案するとともに、超音波を用いた再基

質化処理への応用が可能かを検討した。 

２．実験および NADH の測定方法 

(1)細胞外液および内液の NADH 測定 

図-1 に細胞内、外液および原液の NADH 測定方法

を示す。細胞外液の定義は 1μm ガラス繊維ろ紙(アド

バンテック,GS-25)を通過する成分とし、通過できない

懸濁成分の抽出液を細胞内液とした。活性汚泥のろ液

(細胞外液)、汚泥(SS 分)を捕捉したろ紙(細胞内液) お

よびろ過前の原液に対して、Tris-HCL(pH7.75)の加熱抽

出法 3)を行い、処理液をろ過し、蛍光分光光度計 (日本

分光 FP-6200)で測定した。 

(2)超音波照射による活性汚泥の再基質化処理 

古崎ら 2)は超音波照射による汚泥活性の低下を ATP

で評価している。これを NADH でも同様に評価可能か

どうか検討した。超音波による再基質化は、MLSS 濃

度 10,000mg/L の汚泥 100mL に対し、超音波装置（(有) 

 

日本精機製超音波ホモジナイザー、振動子：36φ、周

波数:20kHz、出力:150W) により行った。対象となる活

性汚泥は、グルコース、グルタミン酸ナトリウム、酢

酸アンモニウムを主成分とする人工下水により培養し

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図-1 細胞内、外液および原液の NADH 測定 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図-2 活性汚泥原液の NADH 三次元スペクトル 
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３．実験結果および考察 

(1)活性汚泥中 NADH の分画測定方法の評価 

 図-2 に原液の三次元スペクトルを示す。励起波長

370nm/蛍光波長 450nm 付近にピークがあり、300～

400nm の大きなピークからは独立している。他の物質

による干渉は少なく、はっきり認識できる。図-3に 15

分照射後の細胞外の三次元スペクトルを示す。同じよ

うにピークとして認識できた。このことから NADH の

ピークは他の物質に干渉されず、比較的信頼できる数

値が得られると考えられる。 

図-4 に NADH について、活性汚泥原液、ろ液と汚

泥(SS 分)別々に測定した分画値、超音波照射後の分画

値を示す。原液は 102μmol/L、ろ液(細胞外液)の NADH

濃度は 16μmol/L、SS 分は 86μmol/L であり、ろ液と

SS 分の和は原液の NADH 値と一致した。次に、超音

波を 15 分当てた汚泥についてはろ液と SS 分の NADH

濃度は 34, 69 μmol/Lであり、その和も原液の値とほぼ

一致した。このことから活性汚泥の SS 分(細胞内)とろ

液(細胞外)の分画評価が可能であることが分かった。ま

た、NADH 測定操作が繁雑である細胞内 NADH は原液

から細胞外液(ろ液の NADH)を引いた値を使用するこ

とも可能である。 

(2)NADH を用いた超音波による汚泥不活性化の評価 

図-5 に活性汚泥に対する超音波の照射時間 5, 15, 

25min における細胞内 NADH 蛍光特性を示す。照射時

間を増やすと同じ形でピーク全体が小さくなったこと

から、NADH が減っていると考えられる。図-6に超音

波処理時間と細胞内に存在する NADH, ATP の変化率

を示す。ここで ATP の値は、超音波照射時間が長い方

が汚泥の死滅(再基質化)が進んでいることを示す。超

音波照射により再基質化された汚泥は照射前と較べて

NADH 濃度が減少し、照射時間が長いほど小さくなる

ことがわかった。処理前(NADH 130μmol/L)と比べた減

少率は、照射時間 5, 15, 25min においてそれぞれ 16, 35, 

44%であった。この値は、ATP の測定結果と似た傾向

であった。このことから、NADH は細胞の生死判定の

指標として、再基質化処理において ATPに替わる指標とし

て使えると考えられる。                         

４．おわりに 

NADHの測定において、活性汚泥の SS分(細胞内)とろ

液(細胞外)の分画評価が可能であることが分かった。この

ことは NADH による汚泥活性の評価をより的確にすること

ができる知見と考えられる。NADHは細胞の生死判定の指

標として、再基質化処理の評価に使える指標であると考え

られる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図-3 超音波を 15 分当てた汚泥の 

細胞外 NADH 三次元スペクトル 

 

 

 

 

 

 

 

図-4 活性汚泥の細胞内、外 NADH 

 

 

 

 

 

 

 

図-5 超音波照射による細胞内 NADH 蛍光特性の変化 

図-6 超音波照射による活性汚泥(細胞内) 

NADH,ATP の変化率 
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