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〔水 質 汚 濁研 究 第13巻 第12号 834―842 1990〕

〈論 文〉

パ ックブンペルオキシダーゼによるフェノール系化合物の処理

古 川 憲 治*多 田 桂 子*藤 田 正 憲*

Treatment　 of　Phenolic　 Wastewater　 by　 Pak-bung Peroxidase

Kenji FURUKAWA*,　 Keiko　 TADA*and　 Masanori FUJITA*

* Dept. of Environmental Engineering , Faculty of Engineering, Osaka Univerisity, 2-1, Yamadaoka, Suita-shi, 

  Osaka 565 Japan

Abstract

  The removal of phenolic compounds by using peroxidase of pak-bung (Ipomoea aquatica) was 

studied for an effective utilization of pak-bung which can be harvested in great quantities as the 

by-product of channel flow type wastewater treatment process. Peroxidase activities of pak 

-bung in leaf
, stem and root portions were revealed to be 26.9, 28.1 and 44.6 U¥g-1 wet weight, 

respectively. Crude peroxidase extract could be easily prepared by homogenizing pak-bung 

tissue with tap water. Peroxidase activity of this crude extract could be maintained with only 

10% reduction of its activity at storage temperature of -80•Ž. Optimum treatment condition for 

phenol solution of 100mg¥l-1 was experimentally determined to be as follows; initial pH =5.0, 

initial H2O2 concentration 2.5mM, initial peroxidase activity 0.3U¥ml-1 and reaction time 5 

hours. Phenol removal efficiency became higher through divided addition of H2O2, owing to less 

inactivation of Peroxidase by H2O2. Peroxidase crude extract could also remove 1-naphthol and 

8-hydroxyquinoline at removal efficiency over 95%. Moreover, peroxidase crude extract was 

shown to remove phenol in diluted industrial phenolic wastewater (ca. 1,000 mg-phenol¥ l-1) at 

about 85%. 

 Key words: Peroxidase, pak-bung, phenol removal, phenolic compounds, phenolic waste-

water

1.緒 言

こ れ ま で,東 南 ア ジ ア の 水 生 野 菜 パ ック ブ ン

(珍o窺06α 昭 鰯'嬬)と,汚 水 に強 い淡 水熱 帯魚Tilapia

(π ⑳ ゴα瀦o'加)を 使用 し,自 然 の落差 を有 効 的 に利

用す る 「水耕 栽培 型 水処理 装置 」 を開発 し,パ イ ロ ッ

トプ ラン ト,な らび に処理 計画 人 口7,100人,計 画 汚水

量1,925m3/日 の住 宅 団地 終 末 処 理場 の実 プ ラ ン トで

その有 効 性を 明 らか に して きた1)・2)。パ ック ブン は汚 水

に強 く,生 育速 度 が速 い とい う水 処理 に適 した 性質 を

有 す る他,ホ テ イア オイ とは異 な り,食 糧 として利 用

で き る とい う大 きな特徴 を有 してい る。 さらに食糧 以

外 のパ ック ブンの有 効利用 法 を検 索 して いた ところ,

ペル オキ シ ダーゼ(以 後,POと 略す)が かな り高 い活

性 で含 まれ るこ とが 明 らかに な った。 この こ とか ら,

「水耕栽 培型 水処 理装置 」よ り多 量 に収獲 で きるパ ック

ブ ンをPOの 抽 出材 料 として有 効利 用 で きる可 能 性 が

で て きた。

一 方
,Klibanovら3),4)はH202とPO酵 素 標 品 を 使

い,フ ェノール系化 合物 を高 効率 で不 溶化 し,沈 殿 除

去で きる ことを報告 してい るが,高 価 なPOを 大 量 に

使 用 す るため,経 済 性 に問題 を残 して いた 。そ こで,
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本研 究 では大 量栽 培 が で きる ので安価 に手 に入 るパ ッ

クブ ソのPO粗 酵 素液 に よる フ ェノ―ル系化合 物 の処

理 の可能 性 につ い て検 討 した。

2。 材料 お よび方 法

2.1パ ック ブ ン

有効 容 量1481,栽 培 面 積2.16m2の 多 段槽型 のパ ック

ブソ栽 培 水槽1)を,水 道 水 に(NH4)2SO4とKH2PO4を

そ れ ぞ れ28。8mg・ ♂―1,0.98mg・1―1の 濃 度 で 添加 した

合成 無 機 廃 水 を用 い てN― 表 面 積 負 荷0.66gーN・m―2・

d―1,P― 表 面積 負荷0.026g―P・m―2・d―1で連続 運転 し,

夏期約1.2kg一 湿 重 ・week―1の 割合 で収獲iしたパ ックブ

ソを実 験 に供 した 。

2.2ペ ル オキ シ ダーゼ 粗酵 素液 の抽 出法

収獲 したパ ック ブ ソを は さみで 約2cm角 に裁 断 し

た後,水 道水 を適 量添 加 し,氷 冷下 で ホ モジ ナイザ ー

処 理(日 本精 機AM-10型,13,000rpm,5分 間)す る。

処 理 液 を さ ら し 布 で 炉 過 した 後,炉 液 を 遠 心 分 離

(18,000×g,10分 間,4℃)し,得 られ る上澄液 をPO

粗 酵素 抽 出液 と した。

2.3ペ ル オ キ シ ダーゼ 粗 酵 素 抽 出液 に よ る フェ

ノール 系 化合 物 の除去 実験

100mg・1―1の フ ェノール系 化 合物 溶 液 にパ ック ブン

か ら調 製 したPOの 粗 酵 素 抽 出 液 を0.2～0.8U・m1―1

にな る よ うに添 加 した 後,反 応 液 のpHを 設定 値 に な

る よ うに0.1～1.ONのHCIを 用 いて調 整す る。続 い て

過 酸化 水素 を2.5mMの=濃 度 に な る よ うに添加 す る こ

とで反 応 を開 始 し,室 温 にて3～24時 間静置 状態 で反

応 させ フ ェノ ―ル 系化 合物 の除去実 験 を行 った。 清澄

な上澄 み が得 られ な い場合 には,反 応液 を3,000rpm,

5分 間 遠 心 分 離 し,そ の 上 澄 み 液 を 検 水 と して フ ェ

ノール 系化 合物 の濃 度 を 定量 した。

2.4ペ ル オ キ シ ダーゼ 粗 酵 素 抽 出液 に よ る フ ェ

ノール 含有 工 場排 水 の フェノ ール除 去実験

所 定 の フ ェノール 濃度 とな るよ うに水 道水 で希 釈 し

た フ ェノ―ル含 有工 場 排 水 に,パ ック ブンPO粗 酵 素

抽 出液 を添 加 した 後,pHを5に 調 整 し,過 酸 化水 素 を

所 定 の濃:度にな る よ うに添 加 して反 応 を開始 し,室 温

で静置 状態 にて反応 させ た。

2。5ペ ル オ キ シ ダ ーゼ 粗 酵 素 抽 出 液 に よ る フ ェ

ノール 含 有 工場 排 水処 理 液 の活 性 汚 泥処 理 実

験

フ ェノール濃 度 が1,000mg・ ♂―1とな る よ うに水道 水

で希釈 した フ ェノ ール 含有 工 場 排水 に,POの 粗酵 素

抽 出液 と過 酸化 水 素 をそ れ ぞ れ4.OU・m1―1,17.5mM

にな る よ うに添 加 した 後pH値 を5.0に 調整 し,室 温 に

て24時 間反 応 させ る。処 理液 を3,000rpm,5分 間遠 心

分離 して得 られ る上 澄み液 を処理 対象 排水 として活性

汚 泥 に よる処理 実験 を行 った 。供試 の活性 汚泥 に は肉

エ キ ス,ペ プ トソを主 体 とす る合 成 下 水 でfilland

drawの 全酸 化 処 理方 式 に て長期 間 馴 養 した活 性 汚泥

を用 いた。この活 性汚泥 を水 道水 で2回 洗 浄 し,PO粗

酵 素抽 出液 に よ るフ ェ ノール含 有工 場排 水 の処理 液 に

MLSS:濃 度 が3,000mg・Z―1と な るよ うに添 加 した後,

20℃ に てpH値 を 適宜7～8に 調 整 しな が ら回 分法

にて曝 気処理 した。

2。6分 析 方法

PO活 性 の測 定 はo一 ア ミ ノ フェ ノール を反 応 の水

素 供 与 体 とす るYamadaら の 方 法5)に よ り行 った。

フ ェノール は ア ミ ノア ソ チ ピ リ ソ法6),1一 ナ フ トー

ル,8一 ヒ ドロキ シキ ノ リソはエ マ ー ソン法7),」ρ一フ ェ

ニ ール フ ェ ノー ル は310nmで の 紫 外 部 吸 光 度

(UV3、 。)3)を測 定す る ことに よ りそれ ぞれ測 定 した。

3.ペ ルオ キシ ダー ゼ に よるフ ェノー ル系化 合物 の除

去理 論8)

POは 自然界 に広 く分 布 し,多 くの植物,動 物組 織,

微 生物 中 に見 い だ され るヘ ミソ系 の酵素 で,過 酸 化水

素 の存在 下,種 々 の フ ェノ―ル系化 合物 を酸 化す る働

きを も って い る。 そ の生体 内 での働 きにつ いて は不 詳

で あ るが,(1)呼 吸系へ の関与,(2)リ グ ニ ン化へ の 関与,

(3)イン ドール酢酸 の合 成分 解(4)メ チ オナ ール よ りエ

チ レソの合成 等 が考 え られ て お り,重 要 な生理 作 用を

担 って い る と考 え られて い る9)。

POは 次 の反 応 を触媒 す る。

PO+H2O2 Cpd I +H20 

Cpd I +AH Cpd II +A° 

Cpd II +AH -~ PO+A°+H2O

POを 過 酸化 水 素 に よ って 酸化 す る と,2電 子酸 化

状態 のCpdIと な る。 このCpdIは 一 つ の電 子 を水

素供 与体AHに 与 え,CpdIIと 呼 ばれ る中間体 を形 成

す る。CpdIIは さ らに も う一 つ の電子 をAHに 与 え元

のPOに 戻 る。AHが 存在 せず,過 酸化 水素 の存 在す る

条件 下 では,POは 次式 に した が ってCpdIIIと な り酵

素活 性 を失 う。

Cpd II + H2 Oz --~ Cpd III

以上 のPOに よる フ ェノール系化 合物 の酵 素 的酸 化

の過程 で フ ェノール系化 合物 の ラジ カル(A.)が 生 成

す る。 これ らラジ カルが酵 素 の活 性 中心 か ら反 応溶 液

中 に拡 散 し,水 に不溶 性 のpolyaromatic化 合 物 を 形

成 し重合沈 殿 す る。つ ま り,POの 酸 化作用 に よって,

水溶 性 の フ ェノール系化 合物 が不 溶性 の重 合物 に変 化

す るので,簡 単 な沈殿 あ るい は炉 過操 作 に よって これ

らフ ェ ノール 系化 合物 を除去 す る こ とが可 能 とな る。

Vol.13 No.12(1990) 51
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4.実 験 結 果 な らび に考 察

4.1パ ック ブ ンのペ ル オキシ ダー ゼ含有 量

パ ック ブ ンに どの程 度 の活 性でPOが 含有 され るか

検 討 し,結 果 をTab且 ㊧1に 示 し た。 栽 培 種 で あ る

Chinーesepak-bungの ほ うが原 種 で あ るThaipak

-bungよ りもPO活 性 は高 い
。 また いず れの種 にお い

て も根 部 でのPO活 性 が葉,茎 部 で のPO活 性 よ りも

高 い こ とが 明 らか とな った。

パ ック ブン を用 い る水 耕栽 培 型 水 処 理 法 に お い て

は,葉,茎 部 の パ ック ブンが連続 収獲 され るので,根

部 のPOを 利用 で きるの は栽培 終了 時 のみ で あ る。収

獲 した葉,茎 部 の パ ックブ ン20g(湿 重量)に 水道 水100

m1を 加 え て前 述 の 方 法 で ホ モ ジ ナ イ ザ ー処 理 す る

と,約6.OU・m1-1の 活 性 のペ ル オーキ シダ ーゼ粗酵 素抽

出液 を 調製 出来 る。

4.2抽 出粗 酵 素液 の低 温 下 での保 存安 定性

パ ックブ ンは東 南 アジ ァ産 の水 生 野菜 であ るので ,

わ が 国 で は水 温 が20℃ 以上 に な る6～10月 に か け て

のみ水 処 理 に利用 で きる。パ ック ブンが旺盛 に生育す

る夏場 に多量 にPOの 粗 酵素 液 を調製 し,こ の粗 酵素

抽 出液 を活 性 を低 下 させ る こ とな く長期 間保存 す るこ

とがで きれば,パ ック ブンの抽 出粗 酵素 液 を フ ェノー

ル系 化 合物 の処 理 に有 効利 用す るこ とが 可能 となる。

粗酵 素 抽 出液 を冷蔵 庫(4.C)で 保 存 した場 合,2ヵ 月

後 で も90%の 活 性 が維 持 され て いた。―80.Cで も緩 や

か な る活 性 の低下 が 見 られた が,6ヵ 月後 で も初 期活

性 の90%が 維 持 され て いた。 この こ とか ら,フ ェノー

ル系排 水 を活 性汚 泥法 で処 理 して い る施 設 にお いて,

過 負荷 時 また は活 性汚 泥 に よる フ ェノール系 化合物 の

除 去活 性 の低下 す る冬期 に,低 温下 で保存 したパ ック

ブ ソの粗酵 素抽 出液 を利 用 すれ ぽー,安定 した フェ ノー

ル 除去 が可能 とな る。

さ らに,水 耕栽 培 型水 処理 法 の副産 物 であ るパ ック

ブンをPOの 抽 出材 料 と して有 効利 用す る際 に おい て

も,こ のパ ックブ ンPOの 低 温 下で の保存 安定 性 は非

常 に有 利 となる。 す なわ ち,夏 期 に連続 的 に収獲 した

パ ック ブ ンか ら調製 したPOの 粗 酵素 抽 出液 を低 温 下

で保存 してお ぎ,そ れ を材料 と してPOの 精製 を 一度

に行 うこ ともで きるのでPO抽 出材料 と して のパ ック

ブ ンの価 値 は高 くな る。

4.3抽 出粗 酵 素液 によ るフ ェノール の除去

パ ック ブンPOに よる フ ェノール除 去反応 の最 適条

件 を決定 す るた め に,100mg・1―1の フ ェノール溶 液 を

用 い て,室 温,反 応 時間18～23時 間 の条件 で,初 発pH,

過 酸化 水素 濃度,添 加酵 素量 の フェ ノール 除去率 に及

ぼす影 響 を検討 し,:Fig。1か ら:Fig。3に 示す 結果 を得

た。初 発pHが5.0の とき,最 高 の フェ ノール 除去 率が

得 られ た。反応 初発pH値 が最 適値 の5.0以 外 で も重 合

物 が生成 し,ア ミノア ンチ ピ リン法 で検 出 され る フェ

ノール濃度 は低 下 した ものの,生 成す る重 合物 は沈殿

Table 1 Peroxidase content of pak-bung

Fig. 1 Changes of PO activity under cold storage 

      conditions

Fig. 2 Effect of pH on phenol removal 
        reaction time, 18 h ; temperature, room tem-

        perature (25°C) ; 
        initial phenol concentration, 100 mg® l-1; 
        initial PO activity, 0.3 U ®m l-1 ; 
        initial H2O2 concentration, 2.5mM

水質汚濁研究52
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しなか った。 西洋 ワサ ビのPOに よ るフ ェノール 除去

で は,そ の最適pHが3.5と 極端 に低 い ことが報 告 され

て い る3)。この差 は,パ ック ブンPOのisozymeの 種類

とそ の 分布 が西洋 ワサ ビのそ れ ら と異 な る ことに原 因

が あ る と推察 され る。過酸化 水 素濃 度 は2～3mMで

最高 の フェ ノール除 去率 が得 られ,そ れ以上 の濃 度 で

は か え って除 去率 が低 下 した。 つ ま り高 い過 酸化 水素

濃度 域 では,過 酸 化 水素 に よ りPOの 不活 性化 の 起 こ

る ことを示唆 してい る。:Fig。4に は,フ ェ ノー一ル除去

に及 ぼすPO活 性 の影響 を示 した。 添加 す るPO活 性

が 高 ま るほ ど フェ ノール除 去 率 が高 くな るが,PO>

0.4U・m1}1以 上 ではPO活 性 の向上 に よる フ ェ ノール

除去 率 の向上 は顕 著で な くな る。:Fig。4に は同時 に測

定 した反 応上 澄 み液 のTOC濃 度 も併 せ て 示 した 。添

加す るPO活 性 を高 め るほ ど フェ ノール除去 率 は高 ま

るが,処 理水TOC濃 度 が パ ックブ ンの粗 酵 素液 中 に

含 まれ る有機 物 のた め高 ま るこ とか ら,100mg・1-1の

フ ェノールを パ ックブソのPO粗 酵 素抽 出液 で処 理 す

るの に は,0.3U・m1―1程 度 のPO活 性 とな る よ うに

パ ックブ ンの粗 酵素 抽 出液 を添加 す るの が適 当 と考 え

られ る。

:Fig。5に は,最 適反 応 条 件 下 に お い て 生 成 す る フ

ロ ックの沈 降 曲線 を示 した。 フ ェノール ラジカル の重

合 に よって生成 す る フ ロ ックの界面 は反応 開始2時 間

後 に現れ,以 後 徐 々 に沈 降 し,最 終 的 に10%の 容量 ま

で濃縮 された。これ らの こ とか ら,POと フ ェ ノールの

最 適 な反応 時 間は5時 間程 度 で ある と判断 した 。

以 上 の 結 果,パ ック ブ ソPOに よ る100mg・1―1の

フ ェノール溶液 処理 の最 適条件 を,pH5.0,過 酸化 水 素

濃 度2.5mM,添 加PO活 性0.3U・m1―1,反 応 時 間5時

間 と決 定 した。

4。4西 洋 ワ サ ビの ペ ル オ キ シ ダー ゼ に よ る フ ェ

ノ―ル 除去

パ ック ブソのPOと 西洋 ワサ ビのPO粗 酵素 抽 出液

との違 い を明 白 にす るた め,市 販 の 西 洋 ワサ ビのPO

〈東洋 紡)を 用 いて フェ ノー ル除去実 験 を全 く同様 の方

Fig. 3 Effect of H202 concentration on phenol 
       removal 

        reaction time, 21 h ; temperature, room tem-

       perature (26°C) ; 
        initial phenol concentration, 100 mg® l-1; 
        initial PO activity, 0.396 U®ml-1; initial pH, 

           5.0

Fig. 4 Effect of PO activity on phenol removal 
        reaction time, 23 h ; temperature, room tem-

       perature (2TC) ; 
        initial phenol concentration, 100 mg® l-l ; 
        initial H202 concentration, 2.5mM ; initial 

         pH, 5.0

Fig. 5 Floc settling curve for phenol removal 
        temperature, room temperature (26°C) ; 

        initial phenol concentration, 100 mg® l-1; 
        initial PO activity, 0.396 U ®m l-1; initial H2 

        02 concentration, 2.5 mM ; initial pH, 5.0
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法 にて行 った 。最適 な初発 反応pH,添 加 過酸化 水 素濃

度 を それ ぞれ3.63,2.5mMと 決 定 し,添 加 す るPO活

性 を 変化 させ た実 験 を 室温 に て行 い:Fig。6に 示 す 結

果 を 得 た。 図 か ら西 洋 ワサ ビのPOを 用 い て100mg・

1dの 濃度 の フ ェノ―ル を22時 間 で80%除 去す るの に,

8.8U・m1―1も のPO活 性 が必要 とな るこ とが 分 か る。

100mg・1―1の フ ェノー ル を 除 去 す る の に パ ック ブ ン

PO粗 酵 素 抽 出液 を使 用 した場 合 には0.3U・m1一1程 度

添 加す れ ば よい ことか ら,フ ェノール除 去 に関 して西

洋 ワサ ビのPOは パ ック ブソのPO粗 酵素 抽 出液 に比

べ 効果 的 で はな い こ とが分 か る。 しか し,使 用 した 西

洋 ワサ ビのPOが 精製 したPOで あ る こ とか ら,過 酸

化水 素 に よ る失 活 を受 けやす い のに対 して,パ ック ブ

ソのPOは 粗酵 素 液 であ る こ とか ら過 酸化 水素 に よる

失 活 を受 けに くい こ とも考 慮 に入 れて おか なけれ ば な

らない。

4。5過 酸 化水 素 添 加方 法 の フェノ ール 除去 にお よ

ぼす影 響

POは 水素供 与 体 が存 在 せず 過酸 化 水素 の存 在 す る

条件 下 にお かれ る と,POに よる フ ェノール系 化 合物

の除 去理 論 の項 で述 べ た よ うにPOは 失活 す る。 添加

す る過 酸 化水 素濃 度 を高 め る と,前 項 で示 した よ うに

か えっ て フ ェノール 除去率 が低 下 した。 そ こで,過 酸

化 水素 を一 度 に添 加す るので はな く,数 回 に分 けて添

加 すれ ば,過 酸化 水素 に よるPOの 失 活が 少 な くな り,

フ ェ ノール除去 率が 向上す る と考 え られ る。:Fig。7は,

過 酸化 水 素 を一 度 に2.5mMの 濃 度 に な る よ うに添 加

した実験 と,6回 に分 けて最 終添 加濃 度 が同 じ,2.5mM

とな る よ うに添 加 した実 験 の結果 を併 せ て示 した。 こ

の結 果,過 酸 化 水 素 を分 注 した ほ うが反 応 途 中 で の

POの 失 活 が少 な く,最 終 的 に フ ェノ ール除 去率 が 高

ま る ことが明 らか とな った。

比較 のた め,西 洋 ワサ ビのPOに つ い て も この 過酸

化 水 素 分 注 の効 果 を全 く同 一じ方 法 で検 討 した 結 果 を

:Fig。7に 示 した。西 洋 ワサ ビのpoの 場合 も同様 に,

過酸 化水 素 を分注 す る ことに よってPOの 失 活 が若 干

抑 え られ,フ ェノ ール 除去率 も高 まった。しか し,パ ッ

クブ ンのPOに 比 べ時 間経過 に伴 うPO活 性 の低 下 が

著 し く,2時 間 でそ の ほ とん どの活 性 が失わ れ,以 後

フ ェ ノールは除去 され なか った 。

4.6パ ック ブ ンペ ル オ キ シ ダーゼ に よ る フェ ノー

ル系 化合物 の除 去

パ ック ブンPOに よって1一ナ フ トール,8― ヒ ドロキ

シ キ ノ リソ,ρ ―フ ェニール フェノ ール の フェ ノール系

Fig. 6 Time courses of phenol removal under various 
      horseradish PO activities 

        temperature, room temperature (20°C) ; 
        initial phenol concentration, 100 mg® l-1; 
        initial H2O2 concentration, 2.5 mM ; initial 

        pH, 3.63 
        0, initial PO activity 2.9 U ®m l-i ; A, initial 

        PO activity 8.8 U®ml-1, LI, initial PO activity 
         14.7 U®ml-1.

Fig. 7 Time courses of phenol removal by PO treat-

      ment 

       Left figure and right figure indicate the 

        results of pak-bung PO and horseradish PO 

        treatment, respectively. 

          0, H2O2 was added at one time ; , H2O2 

        was added every 10 minutes until one hour 

        treatment. Initial pH and H2O2 concentration 

        for pak-bung PO treatment were 5.0 and 2.5 

        mM, respectivly. Initial pH and H2O2 concen-

        tration for horseradish PO treatment were 

        3.62 and 2.5 mM, respectively.
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化 合物 が除去 で きるか ど うか検 討 した。 フ ェノール の

場 合 と同様,そ の最適 処理 条件 を決 定 し,そ の最 適処

理 条件 下 に おけ る処理 成績 をTable2に 示 した。 比較

の た め,西 洋 ワサ ビか ら抽 出精 製 したPOを 用 い て

行 ったAlbertiら の結果4)を併 せ て示 した。1ーナ フ トー

ル,8一 ヒ ドロキ シキ ノ リソの除 去率 は いず れ のPOに

おい て も フ ェノール の除去 率 よ りも高 くな った。 これ

らの化 合物 はPOと 過酸 化水 素 の作用 を受 け て,除 去

効 率 の高 い,容 易 に沈 殿す る高 分子 量 の重合体 を形 成

す る ことを示 して い る。か フ ェニール フ ェノール の場

合 は,パ ック ブソPOで は フ ェノ ールの除去 率 よ りも

低 い除 去率 しか得 られず,西 洋 ワサ ビのPOの 結 果 と

異 な った結 果 とな った が,こ れ は パ ック ブ ンPOの ρ

一フ ェ ニール フ ェ ノール に対す る特 異 性 が 西洋 ワサ ビ

のPOと 異 な る こ とを示 唆 してい る。

パ ックブ ソPOの 粗酵素 抽 出液 を用 いた場 合,試 験

した フ ェ ノール系化 合物 の種 類 にか かわ らず,そ の最

適 なpHは5.5と 同―・で あ った。 しか し,西 洋 ワサ ビの

POの 場 合 フ ェノール系 化 合物 の種類 に よって そ の除

去最 適pHは 大 き く変 化 した。この こ とは,POを 用 い

た フ ェ ノール系化 合 物 の処理 を考 えた場合,西 洋 ワサ

ビのPOで はパ ック ブソのPOに 比べ 処 理時,処 理 後

のpH調 整 に余 計 な コス トが かか る こ ととな る。

4。7パ ック ブ ンペ ル オ キ シ ダーゼ を用 い る フ ェ

ノー ル含 有工 場排 水 の処 理

パ ック ブンか ら調 製 したPOの 粗酵 素抽 出液 に よ っ

て,フ ェノール お よび フ ェノール系 化合 物 の処理 が可

能 で あ る こ とを 明 らか に した。次 いで,こ のPO粗 酵素

抽 出液 に よ りフ ェノール含 有工 場排 水 の処理 が可 能 か

ど うか検討 した。

供 試 フ ェノール 含 有 工 場 排 水 はpHが2.28,フ ェ

ノール濃…:度15,000mg・1―1,TOC濃:度25,000mg・1-1で

TOC基 準 で フ ェノ ―ル以 外 の有 機 化 合 物 が23%を 占

め て い る。 フ ェ ノール 濃 度 を100mg・1-1に 希 釈 した

フェ ノール含 有 工 場 排 水 を用 い,室 温 に て 添 加 す る

PO活 性 と過酸 化 水素 濃度 を種 々変 化 させ た 実験 を行

い,Fig。8に 示 す結 果 を得た 。過酸化 水 素 を2。5mMの

濃 度 とな る よ うに一 度 に加 えた 場合,PO粗 酵 素 抽 出

液 を0.9U・m1―1の 活 性 と な る よ うに加 え る と反 応3

時 間で フ ェノールを約85%の 効 率 で除 去す る こ とがで

きた。 フ ェノール単独 の場 合 よ りも フ ェノール除 去率

が 悪 い ことか ら,こ の原 因が過 酸化 水素 濃度 が添 加 し

たPO活 性 に比 べ低 い ことにあ る こ とも考 え られ るの

で,添 加す る過 酸 化 水 素濃 度 とPO活 性 の 比 を約4.O

mM/(U・m!一1)の 一 定値 に とった実 験 も行 った。 図か

ら明 らかな よ うに,過 酸 化 水素濃 度 とPO活 性 の比 を

Table 2 Removal of phenols from water by Pak-bung's crude peroxidase

Fig. 8 Effect of pak-bung PO activity on phenol 

      removal for phenolic wastewater 

        temperature, room temperature ; initial phe-

        nol concentration, 100 mg® l-1; reaction 

       time, 3 h ;
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一 定値 に とった方 が かえ って フ ェノ ール 除去 率 は低 下

した。 この結果 は,添 加 した過酸 化水 素濃 度 の低 い こ

とが原 因で は な く,フ ェノール 含有 工 場排 水 中 にPO

と過 酸化 水 素 に よる フ ェノール の酸化 を 阻害す る物 質

が含 まれて い る こ とを示 唆 して い る。 それ ゆ え,フ ェ

ノール含 有工 場排 水 のPO粗 酵素 抽 出液 に よ る酵 素処

理で,高 い フ ェノ ール除去 率 を得 るた めに は,フ ェノー

ル単独 の場 合 よ りもPO粗 酵 素抽 出液 を増 や さなけ れ

ば な らな くな る。PO活 性 を 高 め るた め に粗 酵 素 抽 出

液 の添 加量 を増 や す と,前 述 の よ うに フ ェ ノール=濃度

が低 下 す る ものの,添 加す る粗酵 素 抽 出液 に起 因 す る

TOCに よ り処理 液 のTOC濃 度 が高 くな る。この こ と

か ら,100mg・1―1の フ ェノール濃 度 の フェ ノール含 有

工 場 排 水 処 理 に は,粗 酵 素 抽 出 液 をPO活 性 が

0.6～0.7U・m1ー1と な る よ うに加 えれ ば,80%の 効 率

で フ ェノール を沈 殿 除去 で き るこ とが 分 か った 。

:Fig。9に は初 発PO活 性 を0.63U・m1-1に と り,室 温

にて行 った100mg・1―1の フ ェノール=濃度 の フ ェノール

含 有工 場排 水 を処 理 した際 の経 時変 化 を 示 した。PO

と過 酸化 水素 に よ るフ ェノ ール の酸 化反応 の大半 は1

時間 以内 に起 こ り,そ れ以後 の フ ェノール濃 度 の低 下

はわず か で あ る。 ただ し,純 枠 な フ ェノール を供試 サ

ンプル とした場 合 と同様 フ ロ ック界 面 は 反 応 後2

～3時 間 で現れ ,固 液 分離可 能 とな るの に5時 間程 度

はか か る ことか ら,5時 間程 度 の反応 時間 は最 低 限必

要 で あ る。

Tab旦e3に は供 試 の フ ェノール含 有工 場 排 水 の初発

フェノール 濃 度 を100～1,000mg・1―1の 濃 度 範 囲で 変

化 させ て行 った実 験結 果 を示 した。 この実験 で は,添

加す るPO活 性 と過 酸化 水素濃 度 を フ ェノール濃 度 に

比例 させ て増減 した。この結 果,1,000mg・1―1程 度 もの

高 い濃度 の フ ェノー ルを含 む フ ェノ ール含有 工場排 水

で もパ ックブ ンPOに よ りフ ェノール を90%程 度 の効

率 で除 去 で きる ことが 明 らか となった。Fig。10に は

パ ック ブン か ら調 製 したPOの 粗 酵 素 抽 出 液 に よ る

1,000mg・1-1の フ ェノール を含 む フ ェノール含 有 工場

排 水処 理 の一 例 を示 した。 反応22時 間 で85～90%の 効

率 で フ ェ ノール を除去 で きた が,生 成 す る フ ロ ックが

か さば るこ とか ら,少 な くて も1日 沈殿 させ なけれ ば

清澄 な処 理水 を得 られ なか った 。

パ ック ブンか ら調製 したPOの 粗酵 素抽 出液 に よっ

て フェ ノール 含有工 場排 水 を処 理す る と,処 理 水中 に

粗酵 素抽 出液 に起 因す るTOC成 分 が 残存 す る。 この

残存TOCが 簡 単 に生 物分 解 で き ない こ とには,当 初

の 目的を達 成す る こ とがで きない。 そ こで,パ ックブ

ンPOの 粗 酵 素 抽 出液 に よ る処 理 液 中 に残 存 す る

Table 3 Treatment results of phenolic waste by pak-bung's peroxidase

 '
g. 9 Time course of phenol removal by pak-bung 

      PO treatment 

        temperature, room temperature ; initial H2O2 

        concnetration, 2.5 mM ; initial pH, 5.0; ini-

        tial PO activity 0.63 U°ml-1
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TOC成 分 が 活性 汚 泥 に よ って除 去可 能 か ど うか回 分

試験 に よって検 討 し,Fig。11の 結 果 を得 た。活 性汚泥

に よる初期 吸着 に よって,最 初 の1時 間で 急激 にTOC

=濃度 が 減少 す るが そ の後 は ほぼ 直線 的 にTOC=濃 度 は

低 下 した。 この 直 線 部 分 の傾 きか ら活 性 汚泥 に よ る

PO粗 酵 素抽 出液 に よる処 理 液 のTOC成 分 の除 去速

度 恒 数 ⑫)を 計 算 す る と,ん=0.147g-TOC・g―1

一MLSS・d―1と な った
。この値 を合 成下 水 を基 質 として

行 った活 性 汚泥連 続 処理 試験 成績10)をも とに計算 した

ん値(0.0546～1.31g―TOC・g}1ーMLSS・d―1)と 比 較す

る と,活 性汚 泥滞 留 時間(SRT)が10日 の場 合 の ん値

とほぼ 同 じであ った 。得 られ た値 は全 く馴養 を行 わず

に得 た値 で あ る こ とか ら判 断 して,パ ック ブソのPO

粗酵 素抽 出液 に よる処 理 液 中 に残存 す るTOC成 分 は

活性 汚泥 に よ り容 易 に分解 で きる成 分で あ る と判 断 で

きる。

5.結 論

「水 耕栽 培型 水処 理法」の副産 物 として夏期 に多量 に

連 続 収 獲 で き るパ ック ブ ンの有 効 利 用 法 の1つ と し

て,パ ックブソの粗 酵素 抽 出液 中 に含 まれ るPOを 活

用 した フ ェノール系 化合物 の除去 につ き検討 し,次 の

点 が 明 らか にな った 。

(1)水 耕栽 培型 水処理 装置 で用 い る栽培型 のパ ック ブ

ソに は,葉,茎,根 部で それ ぞれ26.9U・g}1-湿 重,28.1

U・g-L湿 重,44.6U・g-1― 湿 重 の 活 性 でPOが 含 有 さ

れ,簡 単 な水道 水 に よる抽 出 で約6U・m1―1の 活 性 の

PO粗 酵素 抽 出液 を調製 す る ことがで きる。

(2)パ ック ブンか ら調 製 したPOの 粗酵 素抽 出液 を ―

80℃ で保 存す れ ば,6カ,月 後 で も10%程 度 しか活 性が

低 下 しない ことか ら,パ ック ブンがPO抽 出材料 とし

て利 用価 値 の高 い こ とが明 らか とな った。

(3)パ ック ブソのPO粗 酵 素抽 出液 に よ る100mg・1-1

の フ ェノール溶 液 の 除去 に 関す る最 適 条 件 は,初 発

pH5.0,添 加 過酸 化水 素濃 度2.5mM,添 加PO活 性0.3

U・〃z1―1,反応 時間5時 間 で あ った。

(4)過 酸化 水素 によ るPOの 失活 を 防 ぐの に,過 酸化

水 素 を数 回 に分 け て分注す る と,フ ェ ノール除去 効 率

が高 ま る ことを明 らか に した。

(5)パ ック ブ ンのPO粗 酵 素 抽 出液 に よって1ー ナ フ

トー ル,8-ヒ ドロキシ キ ノ リンを95%以 上 の効率 で沈

殿 除去 す る こ とがで きた。ρ―フ ェニ ール フ ェノール の

除去 効率 は85%と 低 い ものの フ ェノール と同程 度 の効

率 で除去 可能 で あ った 。

(6)パ ック ブ ソのPO粗 酵 素 抽 出液 に よって100mg・

1一1のフ ェノール 濃 度 の フ ェノール 含 有 工 場 排 水 の

フ ェノール を85%程 度 の効率 で除 去す るには,過 酸 化

水素 を2.5mMの:濃 度 とな る よ うに添 加す る と共 に,

0。9U・m1-1のPO活 性 とな る よ うにPOの 粗酵 素 抽 出

液 を加 えな けれ ば な らない。 フ ェノ―ル:濃度 が1,000

mg・1-1程 度 まで は,POの 粗酵 素抽 出液 に よって フ ェ

ノール含有 工場 排水 中 の フ ェノ―ルの80%程 度 の効 率

で除去 で きるが,生 成す る フ ロ ックを圧密 させ るに は,

1日 程 度 の沈殿 処理 が必要 で あ る。

(7)パ ック ブンPOの 粗 酵素 抽 出液 に よ るフ ェ ノール

含 有 工 場 排 水 中 に残 存 す るTOC成 分 は活 性 汚 泥 に

よ って容易 に分解 除去 可能 で あ る ことを示 した。

(原稿受 理1990年9月5日)

Fig. 10 Time course of phenol removal by pak-bung 

       PU treatment 

         temperature, room temperature ; initial H2O2 

         concentration, 17.5 mM ; initial PO activity 

         4.41 U ®m l-i ; initial pH, 5.0

Fig. 11 T0C removal of pak-bung PO treated 

       phenolic wastewater by activated sludge 
         MLSS concentration, 2,944 mg® l-1; initial 

          pH, 7.3; temperature, 25°C

Vo1.13 No.12(1990) 57



842 論 文

参 考 文 献

1) Hashimoto, S., Furukawa, K. and Ozaki, Y. (1985) A 

 channel flow system for wastewater treatement and food 

 production, J. Ferment. Technol., 63, 343-356.
2)橋 本奨,古 川憲 治,佐 藤光男(1986)水 耕栽培型水処理施設

の汚水処理 と食糧生 産機 能,第23回 下水道研究発表会講演集,

464-466。

3) Klibanov, A.M., Alberti, B.N., Morris, E.D, and Feishin, 

 L.M. (1980) Enzymatic removal of toxic phenols and ani-

 lines from wastewaters, J. of Appl. Biochem., 2, 414-421. 

4) Alberti, B.N. and Klibanov, A.M. (1981) Enzymatic 

 removal of dissolved aromatics from industrial aqueous 

 effluent, Biotech. and Bioeng., Symp., No. 11, 373-379. 

5) Yamada, Y., Kobayashi, S., Watanabe, K., Hayashi, U., 

 Yajima, Y. and Inoue, H. (1987) Production of horse radish 

 peroxidase by plant cell culture, J. Chem. Tech. Biotech., 38,

 31-39. 

6) Yang, R.D, and Humphrey, A.E. (1975) Dynamic and state 

 studies of phenol biodegradation in pure and mixed culture, 

 Biotech. and Bioeng., 17, 1211-1235. 

7) Emerson, E. (1943) The condensation of aminoantipyrine. 

 II, A new color test for phenolic compounds, J. Organic 

 Chem., 8, 417-428. 

8) Dunford, B. (1982) Peroxidases. "In Advances in In-

 organic Biochemistry" (Ed. by Eichhorn, G.L. and Marzilli, 

 L.H.), Vol. 4, 41-68, Elserier Biomedical, New York.

9)小 倉長雄,川 久保歌子,飯 島正,中 川弘毅,竹 花秀 太郎(1971)

トマ ト果 実 のパーオ キシ ダーゼ につ いて,千 大 園学 報,19,

55-62。

10) Hashimoto, S. and Furukawa, K. (1982) Growth kinetic 

 studies on organic oxidation and nitrification by activated 

 sludge, J. Ferment. Technol,60, 525-536.

水質汚濁研究58



812

パ ック ブ ンペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に よ る フ ェ ノ ー ル 系 化 合 物 の処 理

古川 憲 治*多 田 桂子*藤 田 正 憲*

*大 阪 大学 工学 部環 境工 学科

〈水質 汚濁 研究Vol.13No.12(1990)pp.834～842>

「水 耕栽培 型 水処 理法 」で連 続収 穫 で き るパ ック ブンの有 効利用 法 として,パ ック ブ ンに含 まれ るペル オ キシ

ダ ーゼ(PO)を 活用 した フ ェノール系 化 合物 の除 去 につ き検 討 した。 パ ックブ ンには,葉,茎,根 部 で それ ぞ

れ26.9,28.1,44.6U・g―L湿 重 の活性 でPOが 含 有 され,簡 単 な水道 水 に よる抽 出で約6U・m1―1")活 性 のPO

粗酵 素抽 出液 を調製 で きた。 このPO粗 酵 素抽 出液 は 一80.Cで 長期 保存 可能 で あ った。 このPO粗 酵素 抽 出液

で100mg・1―1の フ ェノール溶液 を処 理 す る際 の最適値 は,初 発pH5.0,添 加H202濃 度2.5mM,添 加PO活 性0.3

U・m1―1,反 応 時 間5時 間 で あ った。 フ ェノール 以外 にPO粗 酵素 抽 出液 に よって1―ナ フ トール,8一 ヒ ドロキ シ

キ ノ リンを95%以 上 の効率 で沈殿 除 去 で きた。 さ らに,PO粗 酵 素抽 出液 に よ り,フ ェ ノール濃 度 を1,000mg・

1-1程度 に希 釈 す れ ば フ ェノール 含有 工場 排 水 中 の フ ェノール を85%程 度 の効 率 で除去 で き る こ とを 明 らか に

した。
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