
20125221

鉄酎ヒ細菌を利用したウランの酸化遭元と分離プロセスヘのその応用

(研究課題番号16360472)

平成16～17年度文部科学省科学研究♯補助金(基盤研究(B)(2))

研究成果報告書

平成18年3月

研究代表者 山本 一良

(名古屋大学･大学院工学研究科教授)



租借パ

/あJらク年アブ

はしがき

鉄酸化細菌(Thiobacillus ferrooxidans)は鉱床などに広く分布し,実験室での培

養も比較的容易に行うことができる.この鉄酸化細菌は,通常の酸化性雰囲気(大

気雰囲気)においてはⅡ価の鉄をⅢ価の鉄に酸化することにより活動のエネルギー

を得ているが,酸素の存在しない還元性雰囲気においては逆にⅢ価の鉄をⅡ価の

鉄に還元する能力を有している.また,鉄酸化細菌は鉄以外にも硫黄やクロムなど

に対しても酸化･還元能を有することが明らかにされている.本研究では,鉄酸化

細菌とウランとの相互作用について調べ,鉄酸化細菌が直接的にウランを酸化や

還元する能力を有するか,あるいは鉄や硫黄を酸化還元することで間接的な形で

ウランを酸化や還元する能力を有するかについて調べ,酸化還元の機構や速度を

明らかにし,自然環境中において鉄酸化細菌がウランを酸化や還元するプロセス

が起きうるかについて検討を行うことを目的とした.還元雰囲気における鉄酸化細

菌一鉄-ウラン共存系における実験の結果,鉄がⅢ価の場合,鉄酸化細菌は鉄を還

元する能力を有するものの,ウラン(Ⅵ)は直接的に還元されることはないことがわ

かった.
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1.研究目的

1.研究目的

日本では,高レベル放射性廃棄物の地層処分を検討している｡その概念は,安定

な状態にガラス固化した廃棄物を地下深部の安定した地質環境中に,人工的なバリ

アを施したうえで埋設し,長期にわたって人間の生活環境から隔離し,将来の世代

にも廃棄物による影響が及ぼさないようにすることである【1】｡地層処分の長期的な

安全性を示すために,世界各国でウラン鉱床を利用したナチュラルアナログ研究が

進められている【2]｡日本においても,岐阜県の東涯ウラン鉱床における研究例があ

る｡東濃ウラン鉱床はわが国最大の砂岩型ウラン鉱床であり,約1千万年前に形成

されたとされている｡ウラン鉱床は,花崗岩中のウランが表層の酸化性の水により

溶解移行し,地下深部の還元性環境下で沈殿･凝集し,形成されたものであると推

察されている【3】｡この特性が,ウラン鉱床を長期的に保存させてきたと言える｡

核燃料サイクル開発機構(現:日本原子力研究開発機構)は,東濃地域の堆積岩お

よび花崗岩の地下水中に含まれる微生物について報告している[4]｡全菌数はおおむ

ね107cells･ml･1(堆積岩)～106cells･ml･1(花崗岩)で,地下水中の生菌数は

103～104CFU･ml･1(CFU:ColonyFormingUnits)である｡この数字は培養

をおこなった好気性条件下で生存できる菌数を表したものであり,地下環境は一般

に嫌気性条件であるため,嫌気性菌を考慮すると,地下環境で生育する微生物量は

かなり大きなものであるとしている｡鉄関連細菌(鉄の酸化または還元をおこなう細

菌)および硫酸還元菌(戊朗上脆祓わゐβα肋血刀β)の存在も認めている｡地下

環境に生息する微生物の生物代謝が,地下含有元素の酸化還元反応に何らかの影響

を及ぼしてきた可能性を示唆している｡

国内外において,微生物によるウランの酸化還元反応を研究した例は多く存在す

る｡Lovleyら[5]は,嫌気性条件下で三価鉄を還元する能力を有する微生物(鎚0ム

∂Cf訂皿eね仏陀血c錯β,上退e仲Ⅵ刀e肋卯加点血刀β)が,UO22+を還元することによ

って,成長のためのエネルギーを得て増殖することを見出した｡また,Lovleyらは

DesuLb-4bzAndbs血nsについてUO22･の還元能を調べている【6】｡Francisら

【7】は,嫌気性菌の一種である(肋β血ガ〟皿Sp.がUO22+還元能を有することを報告

している｡鈴木ら【8】は,UO22･還元反応の初期段階で,nmスケールのUO2が細胞表

面に形成されることを明らかにした｡嫌気性菌が関与するUO22+の還元反応は,ウ

ラン鉱床の形成に重要な役割を果たす可能性があると考えられる｡
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1.研究目的

C｡Imerら【9]によって発見された鉄酸化細菌(乃血bacLHus&LmOXit血壷
は,p

El.5～4.5の酸性条件下で生育可能であり,Fe2･をFe3･に酸化し,そのエネルギー

を代謝,増殖に利用する【10】｡アメリカ,カナダにおいて,鉱石からの金属の溶出

(1eaching)に,鉄酸化細菌の金属酸化能を利用してその溶出効果を高めようとする,

バイオt｣-チングが実用化されている【11】｡カナダのエリオット湖地域にあるウラ

ン鉱山では,鉄酸化細菌を利用するバイオリーチング法によって,1ケ月当たり,3

3,000kg(1987年)にもおよぶウランが生産されている【12】｡Holmesら【12】は,鉄

酸化細菌による鉱石からのウランの溶出は次の2つの機構で起こるものと考えてい

る｡鉄酸化細菌は水に不溶性の4価ウラン(UO2)を,直接的な酵素作用で可溶性の6

価ウラン(UO22･)に酸化する能力を持っており,鉱石から直接ウランを溶出させる｡

鉄酸化細菌が鉱石からのウラン溶出に関与する主な働きとしては,Fe3+の生成反応

である｡生成したFe3･は,硫酸酸性下で鉱石中のUO2をUO22+に酸化溶出する｡

一方で,酸素の存在しない嫌気性条件下においては,鉄酸化細菌はFe3+をFe2+に

還元する能力を有している【13】｡しかし,U(Ⅵ)還元能を有するか明らかにされて

いない｡

本研究では,鉄酸化細菌とウランとの相互作用について調べ,嫌気性条件下で鉄

酸化細菌が直接的にU(Ⅵ)を還元する能力を有するか否か明らかにすることを目的

とする｡本研究により期待される成果としては,嫌気性菌である鉄酸化細菌による

ウランの酸化還元反応についての知見が得られることである｡これは,地下深部に

おいて,嫌気性菌が高レベル放射性廃棄物中に含まれる核種の移行挙動に与える影

響を評価する上でも重要である｡

さらに本研究では,鉄酸化細菌によるU(Ⅵ)の還元反応により,不溶性のU(Ⅳ)の

みを選択的に沈殿,分離できる可能性について検討をおこなうことを目的とする｡
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2.鉄酸化細菌とその培養手法について

2.鉄酸化細菌(JCM:7811)と

その培養手法について

目的にそった微生物の培養条件を設定するために,その菌体の性質,増殖傾向を把握

する必要がある｡本章では鉄酸化細菌の性質,培養手法,増殖について述べた｡

本研究では岩手県八幡平の松尾鉱山排水で単離され理化学研究所より分譲された鉄

酸化細菌:Ad広地ゐムac〟ぴβ点那加血刀β(JCM.7811)を用いた｡

2.1鉄酸化細菌の性質

鉄酸化細菌は,0.5～1.0〝m程度の大きさの短梓状であり,運動性を有し,細胞分裂

によって増殖する[10]｡図2.1に鉄酸化細菌のSEM画像を示す｡細胞膜の構造により,

グラム陰性細菌に分類される｡鉄酸化細菌は好気性条件下でFe2+をFe3+に酸化し,こ

の際生じるエネルギーをATP(アデノシン三燐酸)などの化学エネルギーに転換させ,炭

酸固定を行う｡鉄酸化細菌は代謝経路として,無機物を利用するエネルギー獲得系と二

酸化炭素を還元固定する同化系とをもち,エネルギー源を無機物だけに依存する栄養

形式から,化学合成独立栄養細菌に分類される｡一般にATP合成は,チトクロムのよ

うな電子伝達系とキノンのように水素原子の授受をおこなう運搬体が交互に存在する

膜タンパク質によりおこなわれる｡この膜タンパク質は一般に,プロトンポンプと呼ば

れる｡プロトンポンプは,プロトンを膜の内外のプロトンの電気化学ポテンシャル(△

〝H+)に逆らい能動輸送する｡その際プロトンがATP合成酵素を経て,膜の外側から

内部に流入する間に次の反応がおこなわれる｡

ADP3･+P2･+H+=ATP4'+H20

ここでのP2･はオルトリン酸基を表す｡しかしながら,鉄酸化細菌は,電子伝達系とし

て,Fe2+,Fe3+の酸化還元反応の機能を営むヘム蛋白質の一種であるチトクロムa,b,C,

｡1を有することは確認されているが,キノンのような水素原子の授受をおこなう運搬

体は存在しない｡したがって,ATP合成酵素を経て流入するプロトンを膜外に運搬す

ることができず,細胞内は急速に強い酸性となるはずである｡しかしながら,鉄酸化細

菌の細胞内pHは常に6･0付近で保たれている0これは,ATP合成酵素を経て膜内流入

したプロトンが,膜外で酸化されるFe2十から膜内に運搬される電子,および酸素によ

りH20になり,消去されるからである｡
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2.鉄酸化細菌とその培養手法について

4H++02+4e■→2H20

この作用により膜内外で△〝H･が生じ,プロトンの膜内流入のエネルギーを利用する

ことでATPを生成する｡そして生成されたATPを消費して電子を逆行させ,還元型ビ

リジンヌクレオチドを生成し,これが二酸化炭素を還元すると考えられている【10】｡

一方,嫌気性条件下において,鉄酸化細菌はFe3+を還元し,Fe2+を生成する能力を有

する[13]｡微生物が代謝および増殖するのに必要なエネルギーの多くは,電子供与体か

ら電子受容体に電子が移動するときに得られる｡鉄酸化細菌は,好気性条件下では電子

供与体としてFe2+,電子受容体として02を用いる｡結果,Fe2+は酸化する｡嫌気性条

件下では電子供与体としてH2,SOを,電子受容体としてFe3+を用いることが明らかに

されている｡結果,Fe3+は還元する｡また,Cr6+,Mo6+も電子受容体になりうることが

明らかにされている[14][15]｡嫌気性条件下でのFe3+の還元反応には,電子伝達物質

であるチトクロムが関与することが示唆されているが,詳細には明らかにされていない

[13]｡
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2.鉄酸化細菌とその培養手法について

国2.1鉄酸化細菌のSEM画像
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2.鉄酸化細菌とその培養手法について

2.2鉄酸化細菌の培養

実験手順

(D培養

100mL三角フラスコに9K培地を50mL加え,H2SO4溶液で培地のpHを3.0に調

整した｡表2.1に9E培地の成分を示す｡その後,オートクレーブ(トミー精工社,

ES-315)で滅菌処理した｡無菌状態であるクリーンベンチ(日本エアーテック社,

VG-1604L)内で,鉄酸化細菌を滅菌後の9E培地に植菌した｡図2.2にクリーンベン

チの写真を示す｡この培地を振とう培養機(アズワン社,SI-300R/600R)に入れ30℃,

100rpmで振とう培養した｡図2･3に振とう培養機の写真を示す｡

表2.19K培地成分【g几】

FeSO4･7H20

E2HPO4

(NH4)2SO4

KCI

MgSO4

Ca(NO3)2･4H20

40.00

0.50

3.00

0.10

0.24

0.01

②細胞増殖測定

一般に,培養液中の細胞濃度を測定する手段として,一定面積内の細胞数を直接数え

る方法,細胞の乾燥重量を測定する方法,培養液の濁度(吸光度)を測定する方法があ

る【16】｡鉄酸化細菌の場合,菌体が′小さいため光学顕微鏡で観察するのは困難であり,

また乾燥重量,濁度測定には細胞の回収作業が必須であり,この回収作業には手間が

かかり,細胞増殖の経時変化を調べるには不適である｡そこで本実験では,鉄酸化細菌

の細胞増殖に伴い,培地中のFe2･が酸化されることを利用し,培地中のFe2+濃度をフ

ェナントロリン法により定量分析することで間接的に細胞増殖を調べた｡
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2.鉄酸化細菌とその培養手法について

図2.2 鉄酸化細菌の穂首をする際に使用したクリーンベンチ
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2.鉄酸化細菌とその培養手法について

ト.句

図2.3 鉄酸イヒ細菌の培養に使用した振とう培養機

ー8-
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2.鉄酸化細菌とその培養手法について

③フェナントロリン法【17】によるFe2･濃度測定

一定時間ごとに培養液を回収し,孔径0.1/⊥mのフィルターでろ過滅菌した｡滅菌し

た培養液20〝Lを容量20mLのバイアル瓶に滴下し,2.OmLの蒸留水で希釈し,3.O

g･L'1の1,10Tフェナントロリン溶液1.6mLを加え,染色させた｡1,10-フェナントロ

リン溶液はFe2+と錯体を形成し,色を呈する｡染色15分後,10mLの蒸留水を加えた

後,10mL抜き出し,さらに10mLの蒸留水を加え,希釈した｡そして,この染色溶液

の波長510nmにおける吸光度を紫外可視分光光度計(UV2100,Shimadzu)で計測

した｡図2.4に分光光度計の写真を示す｡濃度既知のFeSO4溶液を用いて上記と同様

の染色操作をおこなった｡紫外可視分光光度計で吸光度を測定し,その吸光度とFe2+

濃度の検量線を作成した｡これを用いて実際の培養液中のFe2+濃度を決定した｡図2.5

にFe2+-フェナントロリン錯体の吸収スペクトル,図2.6に検量線を示す｡

結果と考察

培養液中のFe2+濃度の経時変化を図2.7に示す｡無菌状態の培養液中のFe2+濃度の

経時変化の結果も同様に示す｡培養開始から約24時間は,鉄酸化細菌によるFe2+の酸

化がほとんど起こらないことから,誘導期であると考えられる｡この誘導期は菌体が新

たな培地で増殖するために適応する期間である｡24時間後から約100時間後までの期

間はFe2+の酸化速度は著しく増加したことから,対数増殖期であると考えられる｡こ

の期間では菌体は生育している培地に適応して,バランスの取れた生育をするように

なり,菌体数は指数関数的に増加する｡100時間以降は,9E培地中のFe2+はすべて

酸化され,定常期に入ったと考えられる｡この期間では対数増殖期に増殖した菌体によ

って,培地中の栄養源の消費,培地中への毒性代謝産物の蓄積などが起き,細胞成分

の合成のバランスが取れなくなり,増殖が停止し,菌体数がほぼ一定となる｡一方,無

菌状態での9E培地中のFe2･濃度はほとんど変化せず,酸化は起きなかった｡
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2.鉄酸化細菌とその培養手法について

国2.4 本実験で使用した紫外可視分光光度計
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図2.5 Fe2+-フェナントロリン錯体吸収スペクトル
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2.鉄酸化細菌とその培養手法について
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図2.6 Fe2+濃度の検量線
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図2.7 培養液中のFe2+濃度経時変化
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3.鉄酸化細菌へのウランの吸着について

3.鉄酸化細菌への

ウランの吸着について

微生物は細胞表面に豊富な官能基を有し,種々の金属イオンを吸着することが報告さ

れている【18】｡微生物への金属イオンの吸着は,廃水中に低濃度で含まれる金属の回収

への応用が期待される｡また,放射性核種の微生物への吸着は,核種の生活圏への移行

に影響を与える可能性を有するため,地層処分の安全評価をおこなう上でも重要な研究

課題である｡本実験では,ランタノイドとしてNd(Ⅲ),アクチノイドとしてU(Ⅵ)

を用い,鉄酸化細菌との吸着が起こりうるか調べた｡

3.1鉄酸化細菌へのネオジムの吸着

実験手順

(D培養

9K培地500mLを容積1000mLの三角フラスコにいれ オートクレーブ滅菌した｡

この培地に鉄酸化細菌を植菌し,対数増殖期に達したところで培養液を3000rpmで

30分間遠心分離し,細胞を回収した｡回収した細胞を0.01M H2SO4溶液で3回洗浄

した後,同濃度のH2SO4溶液に懸濁した(以下細胞懸濁液とする)｡

②細胞の乾燥重量

①で作製した細胞懸濁液を100℃のマッフル炉(デンケン社,EDFS80/S80G)内で

5時間乾燥させた｡電子天秤で細胞の乾燥重量を測定し,0.01MのH2SO4溶液で再懸

濁し,0.55mg/mLの細胞懸濁液を作製した｡

③鉄酸化細菌とネオジムとの接触実験

10,50mg/Lのネオジム溶液を作製した｡個々の溶液について,H2SO4溶液,KOH

溶液を用いて,それぞれpHを2.0,4.0に調整した｡ネオジム溶液9mLに対し,②

で作製した細胞懸濁液を1mL加え,30℃,100rpmで振とうした｡また,10mg/L(pH

2.0,4.0)のネオジム溶液9mLに無細胞溶液を1mL加えた試料を用意し,細胞によ

る効果を評価した｡一定時間ごとに溶液1.5mLを採取し,採取試料を孔径0.1〝mの

フィルターでろ過し,細胞を除去した後,ろ液中のネオジム濃度をアルセナゾⅢ法によ

り定量した｡
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3.鉄酸化細菌へのウランの吸着について

④アルセナゾⅢ法によるネオジムの定量方法

まず,60mLのCH3COOH溶液に4.8gのCH3COONa粉末を加え,続いて蒸留水

を4.8mL加え,緩衝液を作製した｡緩衝液5mLに,試料から採取した溶液を1mL

加え,続いて0.01g/LのアルセナゾⅢ溶液を1mL加え,染色させた｡染色溶液の波長

655nmにおける吸光度を紫外可視分光光度計で測定した｡濃度既知のネオジム溶液を

用いて上記と同様の操作を行い,紫外可視分光光度計で測定し,その吸光度とネオジム

濃度の検量線を作成した｡これを用いて実際の溶液中のネオジム濃度を決定した｡図

3.1にネオジムーアルセナゾⅢ錯体吸収スペクトル,図3.2に検量線を示す｡

結果と考察

溶液中のネオジム濃度の減少量を次の(3.1)式で定義した｡

Ct=Co-Cm

Ct:ネオジム濃度の減少量[mg/L]

C｡:ネオジム濃度の初期値[mg/L]

Cm:一定時間経過後のネオジム濃度[mg/L]

(3.1)

この式から得られたネオジム濃度の減少量の経時変化を図3.3,図3.4に示す｡なお,

図3.3はpH2.0,図3.4はpH4.0のネオジム濃度の減少量を示す｡鉄酸化細菌の単位

質量あたりのネオジムの吸着量を,(3.2)式で定義した｡

Cbio=転

Cbi｡=鉄酸化細菌へのネオジムの吸着量[mgofNd/gofbiomass]

Ct=ネオジムの減少量[mg/L]

Mbi｡=鉄酸化細菌の濃度[g/L]

(3.2)

(3.2)式で評価した吸着量の経時変化を図3.5に示す｡また,ネオジム濃度の誤差は吸

光度の測定を3回行い,その標準偏差をもとに,誤差伝播より評価した｡

図3.3,3.4から,鉄酸化細菌を接種したネオジム溶液では,溶液中のネオジム濃度

が時間とともに減少しているのに対し,鉄酸化細菌を接種していないものでは溶液中の

ネオジム濃度の減少がみられなかった｡このことから,ネオジムは鉄酸化細菌に吸着さ

れたと考えられる｡溶液中のネオジムの減少量は,ネオジム濃度が10mg/Lのものに

比べて50mg/Lの方が大きかった｡これはネオジム濃度が大きくなることで,ネオジ
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3.鉄酸化細菌へのウランの吸着について

ムと鉄酸化細菌との接触頻度が大きくなり,吸着が起こりやすくなったためだと考えら

れる｡また,pHが2.0より4･0のときの方がネオジムの減少量は大きかった｡鉄酸化

細菌の細胞表面は,カルポキシル基,アミノ基,t｣ン酸ジエステル基などの官能基によ

り構成されている【19】｡そのため,溶液中では細胞表面の電荷は負に帯電している｡pH

が低くなることで溶液中のH･濃度が増加し,結果,細胞表面の官能基がH+と作用し,

ネオジムの吸着を阻害した可能性が高い｡図3.5から,鉄酸化細菌の単位質量あたりの

吸着量に換算した場合も,同様の傾向を示すことがわかった｡本実験における鉄酸化細

菌の単位質量あたりのネオジム吸着量を表3.1に示す｡これは,吸着が飽和状態となり,

ネオジム濃度が平衡となったときの平均値である｡

表3.1鉄酸化細菌の単位質量あたりのネオジム吸着皇

pH

ネオジム濃度 吸着量

lmg/L] [mgofNd/gofbiomass】

2

2

4

4

6.8土9.5

62土24

36土12

169土21
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図3.1ネオジムーアルセナゾⅢ錯体吸収スペクトル

-17-



3.鉄酸化細菌へのウランの吸着について

【
召
上
咄
鹿

0 5 10 15 20 25 30

ネオジム濃度【mg几】

図3.2 ネオジム濃度の検量線
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図3.4 ネオジム濃度減少量の経時変化(pH4.0)
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図3.5 鉄酸化細菌の単位質量あたりの

ネオジム吸着皇の経時変化
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3.鉄酸化細菌へのウランの吸着について

3.2 鉄酸化細菌へのウランの吸着

実験手順

①ウラン溶液の作製

UO2粉末を15MのHNO3溶液に加え,捜拝しながら熱し,溶解した｡水分を蒸発さ

せ,UO2(NO3)2を得た｡これを蒸留水で溶かし,ウラン溶液とした｡

②細胞の乾燥重量

3.1と同手順で鉄酸化細菌を培養,回収し,0.54mg/mLの細胞懸濁液を作製した｡

③鉄酸化細菌とウランとの接触実験

①で作製したウラン溶液をpH4.0のH2SO4溶液で希釈し,10mg/Lのウラン溶液

を作製した｡ウラン溶液18mLに対して,②で作製した細胞懸濁液を2mL加え,30℃,

100rpmで振とうした｡また,10mg/Lのウラン溶液18mLに無細胞溶液を2mL加

えた試料を用意し,細胞による効果を評価した｡一定時間ごとに溶液1.5mLを採取し,

採取試料を孔径0.い上mのフィルターでろ過し,細胞を除去した後,ろ液中のウラン濃

度をアルセナゾⅢ法により定量した｡

④アルセナゾⅢによるウランの定量方法

容積10mLのメスフラスコに8MHCl溶液を2mL加えた｡試料から採取した溶液

を0.5mL加え,さらに8MHCl溶液を2.5mL加えた｡アルセナゾⅢはU4+と錯体を

形成し,染色する｡本実験で用いたウラン溶液中のウランはすべて6価として存在する

ため,還元剤として亜鉛粉末をメスフラスコに0.2g加えた｡15分間静置し,0.1g/L

のアルセナゾⅢ溶液を0.4mL加え,染色させた｡8MHCl溶液で,メスフラスコ内の

溶液の全量が10mLになるようメスアップした｡紫外可視分光光度計で波長665nm

の吸光度を測定した｡濃度既知のウラン溶液を用いて上記と同様の染色操作を行い,紫

外可視分光光度計で吸光度を測定し,その吸光度とウラン濃度の検量線を作成した｡こ

れを用いて実際の溶液中のウラン濃度を決定した｡図3.6にウランーアルセナゾⅢ錯体

吸収スペクトル,図3.7に検量線を示す｡図3.6から,ウラン濃度が増加すると,波長

665nmのピークが増大し,波長540nmのピークが減少することがわかる｡波長665

nmのピークがウランーアルセナゾⅢ錯体の吸収ピークを示し,波長540nmのピーク

が,ウランと錯体を形成したために減少したアルセナゾⅢの吸収ピークであることを示

している｡

結果と考察

ウランの減少量をネオジムのときと同様に次の(3.3)式で評価した｡
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3.鉄酸化細菌へのウランの吸着について

Ct=Co-Cm

Ct:ウラン濃度の減少量[mg/L]

C｡:ウラン濃度の初期値[mg/L]

Cm:一定時間経過後ウラン濃度[mg/L]

(3.3)

この式から得られたウラン濃度の減少量の経時変化を図3.8に示す｡鉄酸化細菌の単位

質量あたりのウランの吸着量もネオジムのときと同様に,次の(3.4)式で評価した｡

Cbio=転

Cbi｡=鉄酸化細菌へのウランの吸着量[mgofU/gofbiomass]

Ct=ウランの減少量[mg/L]

Mbi｡=鉄酸化細菌の濃度[g/L]

(3.4)

(3.4)式で評価した吸着量の経時変化を図3.9に示す｡また,ウラン濃度の誤差は吸光

度の測定を3回行い,その標準偏差をもとに,誤差伝播より評価した｡

図3.8から,鉄酸化細菌を接種したものでは溶液中のウラン濃度は減少しているが,

接種していないものでは溶液中のウラン濃度の減少は見られなかった｡このことから,

ウランは鉄酸化細菌へ吸着したと考えられる｡また,図3.9から,鉄酸化細菌の単位質

量あたりに吸着したウラン濃度は,振とう開始から96時間の時点で飽和状態に達した

と判断できる｡pH4.0における鉄酸化細菌の単位質量あたりのウラン吸着量は58.6土

8.5mgofU/gofbiomassであった｡この値は96,168,214時間における平均から求

めた｡

ウランでもネオジムと同様に,吸着量がpH,ウラン濃度に依存するか明らかにする

ことが今後の研究課題である｡
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図3.6 ウランーアルセナゾⅢ錯体吸収スペクトル
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図3.7 ウラン濃度の検量線
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図3.8 ウラン濃度減少量の経時変化
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3.鉄酸化細菌へのウランの吸着について
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図3.9 鉄酸化細菌の単位質量あたりの

ウラン吸着皇の経時変化
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4.好気性条件下での鉄酸化細菌によるU(Ⅳ)の酸化について

4.好気性条件下での

鉄酸化細菌による

U(Ⅳ)の酸化について

好気性条件下で,鉄酸化細菌は細胞表面で不溶性のUO2を可溶性のUO22+に,酵素

反応により直接的に酸化する能力を有する【11】｡また,Fe2+が存在する系において,鉄

酸化細菌が生成するFe3･によっても間接的に酸化される｡この鉄酸化細菌によるUO2

の酸化,溶出反応は,アメリカ,カナダのウラン鉱山では鉱業技術として実際に利用さ

れている【10】｡

本研究で用いた株菌に関してはUO2を酸化するという報告例がなかったため,酸化

能を有するか否か調べた｡本棟菌がUO2に対して,直接的な酸化作用を及ぼすか調べ

るため,実験は無鉄の条件下でおこなった｡

実験手順

①培養

9K培地250mLを容積500mLの三角フラスコにいれ,オートクレーブ滅菌した｡

この培地に鉄酸化細菌を植菌し,対数増殖期に達したところで培養液を3000rpmで

30分間遠心分離し,細胞を回収した｡回収した細胞を0.01M H2SO4溶液で3回洗浄

した後,同濃度のH2SO4溶液に懸濁し,0.37mg/mLの細胞懸濁液を作製した｡

②鉄酸化細菌によるUO2酸化実験

容積500mLの三角フラスコに,250mLの無機培地を加え,H2SO4溶液でpHを2.8

に調整した｡表4.1に無機培地の成分を示す｡その後,無機培地とUO2粉末を個別に

オートクレーブ滅菌した｡無菌状態のクリーンベンチ内で,無機培地にUO2粉末を

0.135g加えた｡①で作製した細胞懸濁液を1mL加え,30℃,100rpmで振とう培養

した｡また,同溶液250mLに無細胞溶液を1mL加えた試料を用意し,細胞による効

果を評価した｡一定時間ごとに溶液1mLを採取し,採取試料を孔径0.1J上mのフィル

ターでろ過し,細胞を除去した後,ろ液中のウラン濃度をアルセナゾⅢ法により定量し

た｡定量方法は3.2④と同様である｡また,実験終了後の培養液を孔径0.1J上mのフィ

ルターでろ過し,細胞を除去した後,ろ液の吸光スペクトルを紫外可視分光光度計で測

定した｡
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4.好気性条件下での鉄酸化細菌によるU(Ⅳ)の酸化について

表4.1無機培地成分【g几】

(NH4)2SO4

KCI

MgSO4

Ca(NO3)2･4H20

3.00

0.10

0.24

0.01

結果と考察

溶液中のウラン濃度の経時変化を図4.1に示す｡鉄酸化細菌を植菌した培地では時間

とともに溶液中にウランが溶出した｡培養開始からおよそ200時間後には,ほぼ全量

のウランが溶出した｡UO2からウランが溶出する様子を図4.2に示す｡一方,無細胞培

地では一部ウランの溶出は認められたものの,鉄酸化細菌を植菌した培地に比べ溶出速

度は遅かった｡実験終了後の培養液の吸収スペクトルを図4.3に示す｡培養液中の波長

410～450nm付近に吸収が観測された｡これはU(Ⅵ)特有のピークである【20】｡UO2

を加えなかった培地では,吸収ピークは認められなかった｡これらの結果から,本研究

で用いた株菌はU(Ⅳ)をU(Ⅵ)に直接酸化する能力を有すると考えられる｡
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4.好気性条件下での鉄酸化細菌によるU(Ⅳ)の酸化について

● 鉄酸化細菌0.34mg
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図4.1溶液中のウラン濃度経時変化
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4,好気性条件下での鉄酸化細菌によるU(Ⅳ)の酸化について
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4.好気性条件下での鉄酸化細菌によるU(Ⅳ)の酸化について
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図4.3培養液の吸収スペクトル
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5.嫌気性条件下での鉄酸化細菌とU(Ⅵ)との相互作用について

5.嫌気性条件下での

鉄酸化細菌とU(Ⅵ)との

相互作用について

これまでに,嫌気性条件下において鉄酸化細菌はFe3+,Cr6+,Mo6+に対して還元能

を示すことが明らかにされている【13】[14】【15】｡またその還元反応はSOもしくはH2を

電子供与体とすることで可能となる｡しかし,鉄酸化細菌がU(Ⅵ)に対して還元能を示

すか否かは明らかにされていない｡

本章では,嫌気性条件下での鉄酸化細菌によるU(Ⅵ)の還元実験について報告す

る｡はじめに,本実験で用いた鉄酸化細菌(JCM.7811)のFe3+の還元能を調べた｡電

子供与体としてSO,H2を用いた｡続いて,U(Ⅵ)が嫌気性条件下での鉄酸化細菌のF

e3+の還元能に与える影響を調べた｡電子供与体としてH2を用いた｡そして,嫌気性

条件下でU(Ⅵ)を含む培地で鉄酸化細菌を培養し,U(Ⅵ)を直接還元する能力を有す

るか否か調べた｡電子供与体としてH2を用いた｡そして,培地中に存在する配位子

が,U(Ⅵ),U(Ⅳ)とどのような錯体を形成するか,溶液中の平衡反応および実験結

果から推測した｡最後に,鉄酸化細菌によるU(Ⅵ)の還元反応により,U(Ⅳ)のみを

選択的に沈殿,分離できる可能性について検討をおこなった｡

5.1嫌気性条件下での鉄酸化細菌によるFe3+遭元実験

嫌気性条件下において,鉄酸化細菌はFe3+を還元し,Fe2+を生成する能力を有する｡

その際,電子供与体としてH2,SOを用いることが明らかにされている｡本棟菌

(JCM.7811)についても同様の還元能を有することが明らかにされている｡H2,SO

を電子供与体とし,鉄酸化細菌はFe3+を還元し得るか確認することを本実験の目的と

した｡

図5.1にFe-CO2-H20の系におけるEh-PHダイアグラム(【Fe]=0.1【M],Pc｡2=10'0･3

【atm])を示す｡PHが2.0より大きい領域では,Fe3+は不溶性のFe203として存在し

やすくなることが予想される｡そこで,実験にはpH2.0のFe3+を含む培養液を用い

た｡
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5.嫌気性条件下での鉄酸化細菌とU(Ⅵ)との相互作用について
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5.嫌気性条件下での鉄酸化細菌とU(Ⅵ)との相互作用について

5.1.1SOを電子供与体として用いたFe3+の遼元

鉄酸化細菌はSOを電子供与体として,以下に示す反応式にしたがってFe3+を還元し得

る【13】｡

SO+4Fe3++3H20→HSO3J+4Fe2++5H+

HSO3-+2Fe3++H20→HSO4▼+2Fe2++2H+

全反応は以下の式にまとめられる｡

SO+6Fe3++4H20→HSO｡~+6Fe2++7H+(pH2.0) (5.3)

SOを電子供与体とし,鉄酸化細菌はFe3･を還元し得るか確認することを本実験の目的

とした｡

実験手順

①培養

容積500mLの三角フラスコに9K培地250mLをいれ オートクレーブ滅菌した｡

この培地に鉄酸化細菌を植菌し,対数増殖期に達したところで培養液を3000rpmで

30分間遠心分離し,細胞を回収した｡回収した細胞を0.01MH2SO4溶液で3回洗浄

した後,同濃度のH2SO｡溶液に懸濁し,0.42mg/mLの細胞懸濁液を作製した｡細胞懸

濁液をArガスで脱気したものを実験で使用した｡

②鉄酸化細菌によるFe3+の還元実験

容積100mLの耐圧ガラス容器に50mLの培地を加え,H2SO4溶液でpHを2.0に

調整した｡表5.1に本実験で用いた培地の成分を示す｡図5.2に本実験で用いた耐圧ガ

ラス容器の写真を示す｡培地とSO粉末を個別にオートクレーブ滅菌した｡無菌状態の

クリーンベンチ内でSO粉末を乳鉢で粉砕し,粒径45～100/上mのものを節い分けし,

培地に0.16g加えた｡ノ止雰囲気のグローブボックス内で,まず培地を血ガスで脱気

し,その後,①で作製した細胞懸濁液を1mL加え,耐圧ガラス容器を密封した｡図

5.3にグローブボックスの写真を示す｡気相部をAr-CO2混合ガス(8:2),250kPaで

置換し,30℃で恒温培養した｡また,無細胞溶液を用意し,細胞による効果を評価した｡

一定時間ごとにグローブボックス内で溶液1mLを採取し,採取試料を孔径0.1′上mの

フィルターでろ過し,細胞を除去した後,ろ液中のFe2+濃度をフェナントロリン法に

ょり定量した｡定量方法は2.2③と同様である｡また,同グローブボックス内で溶液中

のpH,Ebを測定した｡
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5.嫌気性条件下での鉄酸化細菌とU(Ⅵ)との相互作用について

図5.2 嫌気性雰囲気実験に使用した耐圧ガラス容器
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5.嫌気性条件下での鉄酸化細菌とU(Ⅵ)との相互作用について

図5.3 嫌気性雰囲気実験に使用したグローブボックス
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5.嫌気性条件下での鉄酸化細菌とU(Ⅵ)との相互作用について

表5.1培地成分【g几】

Fe2(SO4)3

E2HPO4

(NH4)2SO4

KCI

MgSO4

Ca(NO3)2･4H20

8.00

0.50

3.00

0.10

0.24

0.01

結果と考察

図5.4に溶液中のFe2+濃度経時変化を示す｡図中のFeiは全Fe濃度を表す｡鉄酸化

細菌を植菌しなかった培地ではFe2+が生成しなかったのに対し,鉄酸化細菌を植菌し

た培地ではFe2+は生成した｡よって,鉄酸化細菌はSOを電子供与体として,Fe3+を還

元したと考えられる｡図5.5に溶液中のpH経時変化,図5.6に溶液中のEh経時変化

を示す｡鉄酸化細菌を植菌した培地,しなかった培地中のpHに有意な変化は見られな

かった｡(5.3)式に示す反応が実際に起こるとすると,溶液中にはH十が生成しpHは減

少すると考えられる｡本実験においては,H+の生成量がpH測定器の検出下限以下であ

った可能性が高い｡一方で,鉄酸化細菌を植菌した培地では時間とともにEbが減少し

た｡図5.1のEh-pHダイアグラムと比較すると,時間とともにFe3+の安定領域からFe2+

の安定態域へと変化したのがわかる｡これらの結果から,本棟菌はSOを電子供与体と

して,Fe3･のFe2+への還元能を有することが確認された｡

-38-



5.嫌気性条件下での鉄酸化細菌とU(Ⅵ)との相互作用について

● 鉄酸化細菌0.42mg
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図5.4 溶液中のFe2+濃度経時変化
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5.嫌気性条件下での鉄酸化細菌とU(Ⅵ)との相互作用について

● 鉄酸化細菌0.42mg

O 鉄酸化細菌Omg
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図5.5 溶液中のpH経時変化
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5.嫌気性条件下での鉄酸化細菌とU(Ⅵ)との相互作用について
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図5.6 溶液中のEh経時変化
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5.嫌気性条件下での鉄酸化細菌とU(Ⅵ)との相互作用について

5.1.2 H2を電子供与体として用いたFe3+の還元

鉄酸化細菌はH2を電子供与体として,以下に示す反応式にしたがってFe3+を還元し

得る【13】｡

H2+6Fe3+→2H++2Fe2+ (pH2.0) (5.4)

H2を電子供与体とし,鉄酸化細菌はFe3･を還元し得るか確認することを本実験の目的

とした｡

実験手順

(D培養

5.1.1①と同手順で鉄酸化細菌を培養,回収し,0.33mg/mLの細胞懸濁液を作製した｡

細胞懸濁液をArガスで脱気したものを実験で使用した｡

②鉄酸化細菌によるFe3+の遭元実験

容積100mLの耐圧ガラス容器に50mLの培地を加え,H2SO4溶液でpHを2.0に

調整した｡本実験では,5.1.1で用いた培地と同様の培地を使用した｡培地をオートク

レーブ滅菌した｡Ar雰囲気のグローブボックス内で,まず培地をArガスで脱気し,そ

の後,①で作製した細胞懸濁液を1mL加え,耐圧ガラス容器を密封した｡気相部を

H2-CO2混合ガス(8:2),250kPaで置換し,30℃で恒温培養した｡また,無細胞溶

液を用意し,細胞による効果を評価した｡一定時間ごとにグローブボックス内で溶液1

mLを採取し,採取試料を孔径0.1〃.mのフィルターでろ過し,細胞を除去した後,ろ

液中のFe2･濃度をフェナントロリン法により定量した｡定量方法は2.2③と同様であ

る｡また,同グローブボックス内で溶液中のpH,Ebを測定した｡

結果と考察

図5.7に溶液中のFe2+濃度経時変化を示す｡図中のFeiは全Fe濃度を表す｡鉄酸化

細菌を植菌しなかった培地ではFe2十が生成しなかったのに対し,鉄酸化細菌を植菌し

た培地ではFe2･は生成した｡よって,鉄酸化細菌はH2を電子供与体として,Fe3+を還

元したと考えられる｡図5.8に溶液中のpH経時変化,図5.9に溶液中のEb経時変化

を示す｡鉄酸化細菌を植菌した培地,しなかった培地中のpHに有意な変化は見られな

かった｡一方で,鉄酸化細菌を植菌した培地では時間とともにEbが減少した｡図5.1

のEh-PHダイアグラムと比較すると,時間とともにFe3+の安定簡域からFe2+の安定領

域へと変化したのがわかる｡これらの結果から,本株菌はH2を電子供与体として,Fe3+

のFe2･への還元能を有することが確認された｡
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5.嫌気性条件下での鉄酸化細菌とU(Ⅵ)との相互作用について

● 鉄酸化細菌0.33mg

O 鉄酸化細菌Omg

●
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時間【bour】

図5.7 溶液中のFe2+経時変化
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5.嫌気性条件下での鉄酸化細菌とU(Ⅵ)との相互作用について

● 鉄酸化細菌0.33mg

O 鉄酸化細菌Omg
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図5.8 溶液中のpH経時変化
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5.嫌気性条件下での鉄酸化細菌とU(Ⅵ)との相互作用について
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図5.9 溶液中のEb経時変化
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5.嫌気性条件下での鉄酸化細菌とU(Ⅵ)との相互作用について

5.2 U(Ⅵ)存在下におけるFe3+運元実験

Leducら【21】によると,CuやNiなどの重金属に比べて,Uは鉄酸化細菌への毒性

がより強いとされている｡株菌によってUに対する耐性は異なるが,1mM以上のU(Ⅵ)

溶液中ではほとんどの鉄酸化細菌のFe2+酸化反応は阻害されることを明らかにしてい

る｡本株菌のU(Ⅵ)耐性に関しては報告されておらず,また嫌気性条件下での鉄酸化細

菌の重金属耐性を調べた例はない｡本実験では,1mMU(Ⅵ)溶液中での鉄酸化細菌の

Fe3+還元能について調べた｡実験では､電子供与体としてH2を用いた｡

実験手順

① 培養

5.1.1①と同手順で鉄酸化細菌を培養,回収し,0.34mg/mLの細胞懸濁液を作製した｡

細胞懸濁液をArガスで脱気したものを実験で用いた｡

② 鉄酸化細菌によるFe3+還元実験

容積100mLの耐圧ガラス容器に50mLの培地を加え,H2SO4溶液でpHを2.0に

調整した｡表5.2に本実験で使用した培地成分を示す｡培地を孔径0.1〃mのフィルタ

ーでろ過滅菌した｡培地をArガスで脱気した｡Ar雰囲気のグローブボックス内で,①

で作製した細胞懸濁液を1mL加え,耐圧ガラス容器を密封した｡気相部をH2-CO2混

合ガス(8:2),250kPaで置換し,30℃で恒温培養した｡また,無細胞溶液を用意し,

細胞による効果を評価した｡一定時間ごとにグローブボックス内で溶液1.5mLを採取

した｡採取試料を容積1.5mLの遠沈管に分取し,6000rpmで10分間遠心分離した｡

上清液中のFe2+濃度をフェナントロリン法により定量した｡定量方法は2.2③と同様

である｡また,同グローブボックス内で溶液中のpH,Ebを測定した｡

表5.2培地成分【g几】

UO2(NO3)2

Fe2(SO4)3

K2HPO4

(NH4)2SO4

KCI

MgSO4

0.40

1.60

0.50

3.00

0.10

0.24

Ca(NO3)2･4H20 0.01
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5.嫌気性条件下での鉄酸化細菌とU(Ⅵ)との相互件用について

結果と考察

図5.10に溶液中のFe2+濃度経時変化を示す｡図中のFeiは全Fe濃度を表す｡鉄酸化

細菌を植菌しなかった培地ではFe2+が生成しなかったのに対し,鉄酸化細菌を植菌し

た培地ではFe2+は生成した｡よって,鉄酸化細菌は1mMU(Ⅵ)存在下でFe3+を還元し

得ると考えられる｡図5.11に溶液中のpH経時変化,図5.12に溶液中のEb経時変化

を示す｡図5.1のEh-PHダイアグラムと比較すると,時間とともにFe3+の安定領域か

らFe2+の安定領域へと変化したのがわかる｡U(Ⅵ)を含まない培養液中のFe2+濃度変化

との比較を図5.13に示す｡1mMU(Ⅵ)を含む溶液では,含まない溶液に比べFe3+の還

元速度は遅かった｡鉄酸化細菌の細胞濃度が異なるため,厳密な定量評価はできないが,

U(Ⅵ)は嫌気条件下での鉄酸化細菌の代謝活動に対して,阻害剤となり得ると考えられ

る｡今後,U(Ⅵ)濃度を変え,Fe3･の還元に対して影響し始める,いわゆる阻害濃度を

決定する必要がある｡また,本章の5.1でおこなったFe3+還元実験とは異なり,本実験

で用いた培地には硝酸塩が多量に含まれている｡鉄酸化細菌に対して硝酸塩が阻害剤と

なりうる可能性を今後検討する必要がある｡
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5.嫌気性条件下での鉄酸化細菌とU(Ⅵ)との相互作用について

● 鉄酸化細菌0.34mg
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図5.10 溶液中のFe2+濃度経時変化
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5.嫌気性条件下での鉄酸化細菌とU(Ⅵ)との相互作用について
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図5.11溶液中のpH経時変化
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5.嫌気性条件下での鉄酎ヒ細菌とU(Ⅵ)との相互作用について
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図5.12 溶液中のEb経時変化
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5.嫌気性条件下での鉄酸化細菌とU(Vl)との相互作用について
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時間【hour】

図5.13 溶液中のFe2+濃度経時変化

5.3 嫌気性条件下での鉄酸化細菌によるU(Ⅵ)遭元実験
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5.嫌気性条件下での鉄酸化細菌とU(Ⅵ)との相互作用について

本実験では,嫌気性条件下での鉄酸化細菌のU(Ⅵ)還元能について調べた｡電子供与

体としてH2を用い,U(Ⅵ)を含む培地中で培養した｡溶液中のウラン濃度の経時変化,

pH,Eb経時変化,培養中に生成した沈殿物中の元素分析,培養後の溶液中の吸収スペ

クトルを測定することで,U(Ⅳ)の有無を調べた｡培地中に存在する配位子が,U(Ⅵ),

U(Ⅳ)とどのような錯体を形成するか,溶液中の平衡反応および実験結果から推測した｡

実験手順

(D培養

5.2.①で作製した細胞懸濁液を実験で使用した｡

②鉄酸化細菌によるUⅣⅠ)還元実験

容積100mLの耐圧ガラス容器に50mLの培地を加え,H2SO4溶液でpHを2.0に

調整した｡表5.3に本実験で使用した培地成分を示す｡培地を孔径0.1J⊥mのフィルタ

ーでろ過滅菌した｡培地をArガスで脱気した｡Ar雰囲気のグローブボックス内で,①

で作製した細胞懸濁液を1mL加え,耐圧ガラス容器を密封した｡気相部をH2-CO2混

合ガス(8:2),250kPaで置換し,30℃で恒温培養した｡また,無細胞溶液を用意し,

細胞による効果を評価した｡

③分析

一定時間ごとにグローブボックス内で溶液1mLを採取した｡採取試料を容積1.5mL

の遠沈管に分取し,6200rpmで10分間遠心分離した｡上清液中のウラン濃度を

ICP-AES(ICPS-7000,Shimadzu)により定量分析した｡図5.14にICP-AESの写真

を示す｡また,同グローブボックス内で溶液中のpH,Ebを測定した｡実験終了後､

グローブボックス内で培養液を4mL採取し,6200rpmで10分間遠心分離した｡上

精液を密栓キュベットに分取し,吸収スペクトルを紫外可視分光光度計で測定した｡

表5.3培地成分【g几】

UO2(NO3)2

K2HPO4

(NH4)2SO4

KCI

MgSO4

Ca(NO3)2･4H20

0.40

0.50

3.00

0.10

0.24

0.01
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図5.14 ウランの定量分析に使用したICP-AES

-53-
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結果と考察

①実験結果

培養液中のウラン濃度の経時変化を図5.15に示す｡鉄酸化細菌を植菌した培地,し

なかった培地にかかわらず溶液中のウラン濃度の減少が見られた｡減少に伴い､溶液中

では沈殿の形成が観察された｡ウラン濃度はおよそ400時間で平衡に達した｡

培養後の溶液の吸収スペクトルを図5.16に示す｡溶液中にはU(Ⅵ)に特有の吸収ピ

ーク【20】が観測されたが,波長420,490,540,640nm付近に現れるU(Ⅳ)の吸収ピ

ーク【22】は観測されなかった｡溶液中ではU(Ⅵ)の化学種が支配的に存在すると考えら

れる｡

溶液中のpH,Ehの経時変化をそれぞれ図5.17,5.18に示す｡図5.19にU-CO2-H20

の系におけるEh-pHダイアグラム(【U]=1mM,Pc｡2=10'0･3atm)を示す｡鉄酸化細菌

を植菌した培地,しなかった培地にかかわらずpHには有意な変化は見られなかった｡

一方で,Ehの大幅な減少が見られた｡鉄酸化細菌を植菌しなかった培地でもEbの減

少が見られたことから,この減少は鉄酸化細菌によるU化学種の価数変化に起因する

ものではないと考えられる｡H2の供給により,系が還元雰囲気に変化した可能性が高

い｡Eb･pH図と比較すると,この雰囲気ではUO2が安定に存在しうる領域であること

がわかる｡作成したEb-pH図は無限時間後の平衡を表したものであり,実際には

U(OH)4で沈殿し,UO2(am),UO2(cr)へと熱力学的に安定な化学種へと変化する｡ま

た,作成したEb-pH図は加水分解種,炭酸錯体種のみを想定したものであり,培地成

分であり,かつUO22+と錯形成するであろうSO42一,PO43一については考慮していない｡

これらの影響を考慮したうえで,より詳細にUの錯体化学種を調べ,溶液中および固

相の生成化学種を把握する必要がある｡

培養液中に生成した沈殿をグローブボックス内で回収し,洗浄後,乾燥させた｡1N

のHCl溶液で溶解した後,沈殿中の金属含有量をICP-AESにより定量分析した｡結果

を表5.4に示す｡
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表5.4沈殿中の金属含有量

含有量【wt%】

鉄酸化細菌0.34mg 鉄酸化細菌Omg

55.12

6.60

0.83

*

53.08

6.57

0.80

*

* 測定下限以下

沈殿中には,U,P,Eがそれぞれ含まれていることがわかった｡Mgに関しては測定

下限以下であった｡沈殿にはウランが含まれていたため､溶液中のウラン濃度の減少の

原因は沈殿生成によるものであることが確認できた｡ICP-AESによる測定結果および

培地成分を考慮すると,沈殿は,ウランの加水分解による水酸化物沈殿,炭酸,硫酸,

リン酸との錯形成により生じたものであると予想される｡本実験では,このウラン沈殿

物の価数の決定には至らなかった｡大貫ら【23】は,1:1H3PO4溶液を用いて,細胞に

吸着したU,Puを,価数を変化させず抽出し,その液相中の吸収スペクトルを測定す

ることで,価数ごとの定量分析をおこなっている｡この手法を用いて,今後,沈殿中の

ウランの価数分析をおこなう予定である｡
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図5.15 溶液中のウラン濃度経時変化
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図5.16 培養後の溶液中の吸収スペクトル
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図5.17 溶液中のpH経時変化
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図5.18 溶液中のEh経時変化
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図5.19 Eh･pHダイアグラム

(【U】=1mM,P｡｡2=10-0･3atm)
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②uの錯体化学種の予測

培地中に存在する配位子が,ウランとどのような錯体を形成するか,U(Ⅵ),U(Ⅳ)

について,溶液中の平衡反応および実験結果から推測した｡ここで用いた平衡定数は

OECD/NEAのデータバンク[24】によるものであり,25℃,イオン強度ゼロのものを用

いた｡平衡定数は温度,イオン強度により変化する【25】ため,本実験条件下では厳密

には適用できない｡温度変化およびイオン強度の変化による平衡定数の資料が不十分

であり,詳細を論じることはできないことを念頭に,大まかな予測をおこなった｡

本実験で用いた培地成分であり,かつウランとの溶液反応に影響を及ぼす可能性の

ある配位子として,OH･,CO32･,SO42･,PO43･が挙げられる｡それら配位子との錯形

成について,ウランの価数ごとに以下にまとめた｡

1.U(Ⅵ)との錯形成について

UO22+の加水分解反応とその平衡定数を表5.5に,UO22+-CO32･錯体生成反応とその

平衡定数を表5.6に,UO22+-SO42･錯体生成反応とその平衡定数を表5.7に,UO22+

-H3PO4錯体生成反応とその平衡定数を表5.8にそれぞれ示す｡なお,OH-とCO32･

が同時に配位したヒドロキシ炭酸錯体については考慮していない｡

表5.5UO22+の加水分解反応とその平衡定数

反応式 logK

UO22++H20

UO22++2H20

UO22++3H20

UO22++4H20

→UO20H++H+

→UO2(OH)2(aq)+2H+

→UO2(OH)3一+3H+

→UO2(OH)42･+4H+

2UO22++H20→(UO2)20H3++H+

2UO22++2H20

3UO22++4H20

3UO22++5H20

3UO22++7H20

4UO22++7H20

→(UO2)2(OH)22++2H+

→(UO2)3(OH)42++4H+

→(UO2)3(OH)5++5H+

→(UO2)3(OH)7-+7H+

→(UO2)4(OH)7++7H+

-5.25

･12.15

･20.25

･32.40

-2.70

･5.62

･11.90

･15.55

-32.20

-21.90
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表5.6UO22+-CO32-錯体生成反応とその平衡定数

反応式 logK

UO22++CO32-→UO2CO3(aq)

UO22++2CO32･→UO2(CO3)22･

UO22++3CO32-→UO2(CO3)34-

CO2(g)+H20→H2CO3

CO2(g)+H20→HCO3'+H+

CO2(∂+H20→CO32~+2H+

9.94

16.61

21.84

-1.47

-7.82

･18.15

表5.7UO22+-SO42一緒体生成反応とその平衡定数

反応式 logE

UO22++SO42-→UO2SO4(aq)

UO22++2SO42･→UO2(SO4)22･

UO22++3SO42･→UO2(SO4)34･

HSO4-一→SO42~+H+

3.15

4.14

3.02

-1.91

表5.8UO22+･H3PO4錯体生成反応とその平衡定数

反応式 logK

UO22++H3PO4→UO2H3PO42+ 0.76

UO22++H3PO4-→UO2H2PO4十+H+ 1.12

UO22++2H3PO4･･･.UO2(H3PO4)(H2PO4)++H+ 1.65

UO22++2H3PO4→UO2(H2PO4)2(aq)+2H+ 0.64

UO22++HPO42-→UO2HPO4(aq) 7.24

UO22++PO43~一→UO2PO4●

H3PO4→H2PO4●+H+

H2PO4●一→HPO42●+H+

HPO42~→PO43~+H+

13.23

-2.14

-7.21

･12.35
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一般に,平衡定数Eは以下の形で与えられる｡

aA+bB→CC+dD

K=
【C】c【D】d

【A]a【B】b K=eXp(笥

(5.1)

(5.1)を上記UO22+の加水分解反応に適用すると,平衡定数は以下の形で与えられる

【22】【26】｡

pUO22++qH20→(UO2)p(OH)q2p-q+qH+

Kp,q=
【(UO2)｡(OH)｡2p~q][H十】q

【uo22+]p

(5.2)

(5.1)を上記UO22+の炭酸錯体生成反応に適用すると,平衡定数は以下の形で与えら

れる｡

rUO22++sCO32･→(UO2)r(CO3)s2s･2r

Kr,8=
【(UO2)r(CO3)s28~2r】

【UO22+】r【CO32~】S

(5.3)

(5.1)を上記UO22+の硫酸錯体生成反応に適用すると,平衡定数は以下の形で与えら

れる｡

tUO22++uSO42･→(UO2)t(SO4)｡2u･2t

Et,｡王
【(UO2)t(SO｡)｡2n●2t】

【uO22+】t【SO｡2~】u

(5.4)

(5.1)を上記UO22十のリン酸鍔体生成反応に適用すると,平衡定数は以下の形で与え

られる【27】【28】【29】｡

vuO22++wH3PO4→H3w･Ⅹ(UO2)v(PO4)w2v･X+ⅩH+
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Kv,W=
【H3w_X(UO2)v(PO｡)w2v~Ⅹ】【H']x

【uO22+】,【H3PO｡】w

(5.2)～(5.5)の平衡反応から,pHごとの各種錯体濃度を導くことができる｡

今回の計算で想定した沈殿生成反応を表5.9に示す｡

表5.9UO22･一各種錯体の沈殿生成反応とその平衡定数

反応式 logE

UO22++2H20→UO2(OH)2(S)+2H+

UO22++CO32･→UO2CO3(S)

UO22++SO42･+3H20→UO2SO4･3H20(S)

3UO22++2H3PO4+4H20→(UO2)3(PO4)2･4H20(S)+6H+

-4.93

14.76

-0.83

5.96

実験条件下(【UO22+】=10･3M,logPco2=-0.3,【SO42●】=0.1M,【PO43■】=2.8×10-3

M)において,(UO2)(OH)2(S)が生成し,表5.5,5.6,5.7,5.8に示す溶存錯体種が

存在する系での対数濃度分布を,図5.20に示す｡図中の灰色線は溶存錯体種の総濃度

を表す｡pHOからpH5の範囲では総濃度の変化が見られなかったことから,沈殿は

すべて溶解しているといえる｡また,溶液中には硫酸錯体種が支配的に存在すること

がわかる｡UO2CO3(S),UO2SO4･3H20(S)に関しても,(UO2)(OH)2(S)と同様の対数

濃度分布を示し,溶存錯体種の総濃度に変化は見られなかった｡これらの沈殿物は,

本実験条件下では生成しないことが予測された｡

一方で,(UO2)3(PO4)2･4H20(S)が生成すると仮定した系での溶存錯体種の対数濃

度分布を図5.21に示す｡pHl.4から(UO2)3(PO4)2･4H20(S)が生じ,pH4.5以上で

は再び沈殿が溶解することが予想される｡この(UO2)3(PO4)2･4H20(S)の溶解度を決め

るのは,低pH側ではUO2SO4(aq)であり,高pH側ではUO2(SO4)34'である｡実験で

は,pHは1.9で平衡に達した｡また,溶液中のウラン濃度は,鉄酸化細菌を植菌した

培地では5.67×10･4【M】で平衡に達し,植菌しなかった培地では5.41×10●4【M]で平衡

に達した｡図5.21より,pHl.9では溶存錯体種の総濃度は5.01×10■4【M]であった｡

温度,イオン強度の影響を考慮すると厳密な評価はできないが,実験系と近い類似性

を示したと言える｡U(Ⅵ)は,(UO2)3(PO4)2･4H20(S)として沈殿する可能性が高い｡

図5.22に溶存錯体種のモル分率-pH図を示す｡PHl.9では,UO2(SO4)2(aq)と

UO2(SO4)22･がおよそ1:1の割合で支配的に溶液中に存在すると予想される｡
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図5.20 溶存錯体種の対数濃度分布(UO2(OH)2(s))
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図5.21溶存錯体種の対数濃度分布((UO2)3(PO4)2･4H20(S))
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-0-uoHPO2+

+uoHPO+

-一口ーUOSO4(aq)

｢▲-UO(SO)2~

｢d｢･uo2(SO)4-
4 3

pH

図5.22 溶存錯体種のモル分率-pH図

((UO2)3(PO4)2･4H20(S))
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2.U(Ⅳ)との錯形成について

U4+の加水分解反応とその平衡定数,U4+-CO32･錯体生成反応とその平衡定数,U4+

-SO｡2･錯体生成反応とその平衡定数,U4･-H3PO4錯体生成反応とその平衡定数を表

5.10に合わせて示す｡なお,OH-とCO甘が同時に配位したヒドロキシ炭酸錯体にっ

いては,今回の系でもU(Ⅵ)と同様に考慮していない｡U(Ⅳ)の複合種の錯形成に関し

てもOECD丑寸EAのデータバンクに掲載されていないことから考慮していない｡各種

沈殿の生成反応とその平衡定数を表5.11に示す｡U(Ⅳ)と炭酸による沈殿形成につい

ては,OECD/NEAのデータバンクに掲載されていないことから考慮していない｡

表5.10U4･一各種錯体の生成反応とその平衡定数

反応式 logK

U4++H20→UOH3++H+ -0.54

U4++4H20→U(OH)4(aq)+4H+ ･5.39

U4++SO42■→USO42+

U4++2SO42･→U(SO4)2(aq)

U4･+4CO32･→U(CO3)44･

U4++5CO32-→U(CO3)56~

6.58

10.51

1.12

34.00

表5.11U4･一各種沈殿の生成反応とその平衡定数

反応式 logE

U4･+2H20→UO2(S)+4H+

U4･+2H3PO4+4H20→U(HPO4)2･4H20(S)+4H+

U4･+SO42･+20H･→U(OH)2SO4(S)

実験条件下(【uO22+】=10･3M,logPco2=-0.3,【SO42-】=0.1M,【pO43']=2.8×

10･3M)において,表5.10に京す溶存錯体種が存在する系で,UO2(S),U(HPO4)2･

4H20(S),U(OH)2SO｡(S)が生成すると仮定したときの溶存錯体種の対数濃度分布をそ

れぞれ図5.23,5.24,5.25に示す｡実験条件下(pHl.9)では,UO2(S),U(HPO4)2･
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5.嫌気性条件下での鉄酸化細菌とU(Ⅵ)との相互作用について

4H20(S)は沈殿生成すると予測される｡pHl.9における溶存錯体種の総濃度はそれぞ

れ1.10×10,4M,1.26×10■7Mであった｡U(OH)2SO4(S)は,pHOからpH5の範囲

では溶存錯体種の総濃度に変化が見られなかったことから,沈殿はすべて溶解してい

るといえる｡培養後の溶液中の吸収スペクトル(図5.16)では,U(Ⅳ)に起因するピーク

は見られなかったことから,溶液中にU(Ⅳ)はほとんど存在しないと言える｡よって,

U(OH)2SO4(S)は生成しないと考えられる｡また,pHl.9で溶解度が1.10×10･4Mで

あるUO2(S)が形成される可能性は低い｡U(Ⅳ)は,U(HPO4)2･4H20(S)として沈殿す

る可能性が高いと言える｡
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5.嫌気性条件下での鉄酸化細菌とU(Ⅵ)との相互作用について

?
ぎ
ー

pH

図5.23 溶存錯体種の対数濃度分布(UO2(S))

一70-



5.嫌気性条件下での鉄酸化細菌とU(Ⅵ)との相互作用について

0

?
ぎ
l

pH

図5.24 溶存錯体種の対数濃度分布(U(HPO4)2･4H20)
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5.嫌気性条件下での鉄酸化細菌とU(Ⅵ)との相互作用について

?
ぎ
t

pH

図5.25 溶存錯体種の対数濃度分布(U(OH)2SO4(S))
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5.嫌気性条件下での鉄酸化細菌とU(Ⅵ)との相互作用について

③まとめ

培養過程で,鉄酸化細菌を植菌した培地,しなかった培地に関わらず,溶液中のウ

ラン濃度の減少が見られた｡時間変化とともに培地中には沈殿の形成が観察され,

ICP-AESによる沈殿中の元素分析により,沈殿中にウランが含まれていることが確認

された｡ウラン濃度の減少は沈殿形成に起因することがわかった｡実験では,この沈

殿がU(Ⅳ),U(Ⅵ)で形成されているか決定できなかった｡実験条件における溶液中の

平衡反応を計算により予測した結果,溶液中では不溶性のU(Ⅵ)として(UO2)3(PO4)2･

4H20(C)が形成され,不溶性のU(Ⅳ)としてU(HPO4)2･4H20が形成されやすいこと

が推察された｡生成された沈殿物から1:1リン酸溶液によりU(Ⅵ),U(Ⅳ)を価数を

変化させず抽出し,その液相の吸光分析により,価数の分別評価をおこなう必要があ

る｡再実験により,これをおこなう｡そして,U(Ⅳ)の生成量を比較することで,鉄酸

化細菌によるU(Ⅵ)の還元反応を明らかにする｡

本実験では,鉄酸化細菌によるU(Ⅵ)の還元反応は確認できなかった｡U(Ⅵ)が還

元されることを今後,実験により明らかにし,U(Ⅳ)のみを選択的に沈殿,分離で

きる可能性について検討をおこなう｡
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6.結言

6.結言

本研究では,鉄酸化細菌とウランとの相互作用について調べ,嫌気性条件下で鉄

酸化細菌が直接的にU(Ⅵ)を還元する能力を有するか否か明らかにすることを目的

とした｡さらに,鉄酸化細菌によるU(Ⅵ)の還元反応により,不溶性のU(Ⅳ)のみを

選択的に沈殿,分離できる可能性について検討した｡

ネオジム溶液およびウラン溶液に鉄酸化細菌を懸濁すると,細胞表面にネオジムおよ

びウランが吸着した｡鉄酸化細菌の単位質量あたりのネオジム吸着量は,溶液のpHが

2よりも4の方が多かった｡溶液中のH+が多くなると,酸解離していない状態の細胞

表面の官能基の割合が増え,負の帯電が減少するために金属吸着量が減少したと考えら

れた｡また,溶液中のネオジム濃度が増加すると,吸着量は増加することがわかった｡

pH4,ウラン濃度10mg/mLの溶液中での鉄酸化細菌の単位質量あたりのウラン吸着

量は,58.6±8.5mgofU/gofbiomassであった｡ウランが鉄酸化細菌の細胞表面に吸

着することで,地下深部でのウランの生活圏への移行が遅延される可能性がある｡ただ

し,吸着反応はpH,ウラン濃度に依存することが予想されるため,鉄酸化細菌により

ウランの移行がどの程度遅延されるかは,地下深部の化学条件に合わせ調べる必要があ

る｡

好気性条件下において,本株菌(JCM.7811)をUO2粉末を含む培地で培養したところ,

時間とともに溶液中にU(Ⅵ)が溶出した｡本株菌がU(Ⅳ)に対して直接的な酸化作用を

及ぼすことを明らかにした｡

嫌気性条件下において,本棟菌がFe3･に対して還元作用を及ぼすことを確認した｡

電位供与体として,SO,H2を用いた｡

1mMU(Ⅵ)を含む培地では,U(Ⅵ)を含まない培地と比べて,Fe3+の還元速度は遅か

った｡U(Ⅵ)は嫌気性条件下での鉄酸化細菌の代謝活動に対して,阻害剤となり得ると

考えられる｡今後,U(Ⅵ)濃度を変え,Fe3+の還元に対して影響し始める,阻害濃度を

調べる必要がある｡

嫌気性条件下で,鉄酸化細菌がU(Ⅵ)を直接還元する能力を有するか否か調べた｡培

養過程で,鉄酸化細菌を植菌した培地,しなかった培地に関わらず,溶液中のウラン濃

度の減少が見られた｡時間変化とともに培地中には沈殿の形成が観察され,ICP-AES

による沈殿中の元素分析により,沈殿中にウランが含まれていることが確認された｡ウ

ラン濃度の減少は沈殿形成に起因することがわかった｡実験では,この沈殿がU(Ⅳ),

U(Ⅵ)で形成されているか決定できなかった｡
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6.結言

実験条件における溶液中の平衡反応を計算により予測した結果,溶液中では不溶性の

U(Ⅵ)として(UO2)3(PO4)2･4H20(C)が形成され不溶性のU(Ⅳ)としてU(HPO4)2･4H20

が形成されやすいことが推察された｡生成された沈殿物から1:1リン酸溶液により

U(Ⅵ),U(Ⅳ)を価数を変化させず抽出し,その液相の吸光分析により,価数の分別評価

をおこなう必要がある｡再実験により,これをおこなう｡そして,U(Ⅳ)の生成量を比

較することで,鉄酸化細菌によるU(Ⅵ)の還元反応を明らかにする｡

また,地下深部でのウランの酸化還元状態に及ぼす鉄酸化細菌の影響を調べるうえで,

嫌気性条件下でのU(Ⅳ)と鉄酸化細菌との相互作用も調べることも重要となる｡今後,

この点についても検討する｡

本研究では,鉄酎ヒ細菌によるU(Ⅵ)の還元反応は確認できなかった｡U(Ⅵ)が還元

されるか否か,今後,再実験により明らかにし,U(Ⅳ)のみを選択的に沈殿,分離でき

る可能性について検討をおこなう｡
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(社)日本原子力学会｢2004年秋り大会｣(2004年9月15～17日,京都大学)

Ⅰ22 鉄靴細菌A助肋匝血那へのM,ロの吸着
A血咄血ぜ川血dUomimn血血nba血addd肋由ぬd肋び匝

名大 ○高橋和也 鈴木通亡 浮田佳代
E岨UYÅ℃M h瓜mSU即日 EAYOSAWADA

津島博 康田洋一 山本一良
S瓜ORUl芯USHIMA ⅧαⅢENOm IC和ROⅥ肋(汀0

M溶被およびU溶附こ鉄酸化細菌■.匝血耶を懸濁させることで,微生物細胞へのNかおよびロの吸着
量を調べた･また吸着皇に対する溶液のI粛や初期金屍濃度肇存性について検討した.

鉄#化細菌,ネオジム.ウラン,吸着
ノ

キーワード

上屋葺 鉄酎ヒ細菌はR聞を叩に酸化することでエネルギーを得て,酸性溶液中で分裂して増殖する微生

物である･鉄酎ヒ細菌の酸化力を利用して∴鉱石中の難溶性U叩を,U(Ⅴりとして溶出する方法が報告されてい

る･また∴微生物には細胞に金属を吸着するものが存在し,鉄酸化細菌へのαZh伽等の吸着が報告されて
いる･これらの性質を利用して廃水中に低沸度で含まれる金属の回収への応用が期待される.そこで本研究で‡も

鉄酸化細菌が金属を吸着する性質に着日し,廃水や廃棄物中のアクチノイドの回収を目的として,I氾やU溶液
中での鉄酸化細菌への金属の吸着を嗣べた.

議欝;莞訂㌶㍍竃欝羞㌔㌶㌃悪霊認野獣ち鑑定琵粒
菌し,100中mで振とうして,甜Cで1Ⅹ巨†1即時間培養した.その後培地を孔径3〝pのフィルターで吸引
濾過し,A匝と境地中の沈殿を分#した･この渡波を遠心分#することでA知和血を回収し,吸

着実験に用いた.

瀾0皿亜硫酸で微生物温度Oj5劇扉の懸濁液とし.これを用いて衰1に示す溶液に調整し,
30℃,100甲mで振とうした状態で微生物に金属を吸着させた.一定時間ごとに溶液15Q㌔を回収し,孔径0.1

〝mのフィルターで濾過して,アルセナゾⅡによる吸光光度法によって濾液監含まれている金属濃度を求めた.
なお,吸着圭は次式で定義した.

吸着曇【如月Imetal/g01bio皿a5S】三(初期金属土【戚)一卜定時間経過後の金属i【感)
J.陶土Id

4･結果と考琴】朝およびⅤの吸着童時間変化を図1Ⅰこ示す.国1より,どの条件でも時間経過とともに金属
の吸着量は増加しており.少なくとも1畑時間までには吸着が平衡に達していることがわかる.劃旭の吸着量吼

画料･川初期浪変幻融の条件では170±知両虎川鹿dbぬm埠となった.また.け吸着童は5,土9喝d
l鴨川m血仙闇であった･相済液に問して初期濃度が同じサンプルを比較すると.岬は2よりも4の溶液の方
が吸着量が多くなっている.既往の研究りより,微生物細胞表面は官能基からの打の繊の括果,.負に帯電して

おり･そのために金属の吸着が起こることが示されている.このことから浄液中の打が多くなると解離してい
ない状態の官僚基の勧告が増え,細胞表面の官能基による負の帯電が減少するために金屑吸着量が減少するのだ

窒慧‰筑豊先買首謀芸濃謡
が吸着呈が多くなっている.吸着量の金属初期濃度依存性
Iも既往の研究可でも他の金属を用いて示されているが,

Mでも同様に金屑濃度が増加すれば吸着量が増加するこ
とがわかった.

表1吸着条件

サンプル朗錦諾票pHA愈m氾血血鮎No･ 匝由

1

2

3

4

5

M

桐

Nd

M
ロ

50

10

50

10

10

2

2

4

4

4

0.55

0.55

0.57

0.55

0.54

官
■
∈
○
-
一
-
○
モ
ー
象
言
伝
;
旦

ゝ
苛
■
■
疇
q
亡
○
芋
き
○
宣
云

1)RB蝿肋■血伽,5,121-152,1993.
勾 A叫d虞,蜘輌.18,113-11さ,1野7.
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Jci(揖んわムdCiJJ揖Fe〝0血血那iscapableto訂OWunderlowpHcondition(b亡Ⅳeenl.5and4.5),andcank

utilizedforbioremdiationofcontaminatedacidicsoil.Sulfhtepitch,forinstance,isawastethatisproduced

丘omzLniuegalproductionofgasoil,andisqulteO鮎ndumpedintothcenvironmcntwithoutaLnySPeCialcqe･

SoilcontaminatedbysulfitepitchcontainssulhTicacid.oil,andtar,aAditsremcdiationisanurgcntprdbkm･

We smdid bi∝l亡卵血don orn-d血ec孤e byJ.肋○αd血隠J･托〝血血相血owdbi由Ⅱd∝lec弧e

toleranceanditcanincubatciT)9KcuIture(withFeSO4)containingn-dodeczLneaSmuChas30%invohmc.Its

growthwaslitdea騰ctedbythepresenceofn･dodecane･Thishightolerancccanbeascribedtolowsolubilityof

nJodccwcbtheculturc･FigurcIshowstimcdepcnden∝OfF可Ⅰ)concentrationintheculhrewithaJ)d

雨tboutn-dd∝批･n=d亡打e礼SCOfFe叩)conce血ationisp叩donalto仙em軋ntOり.薫〝那加血相騨馴m.

OxjdizedimnjspanlyprecIP也Iedinthc椚おk･Thepreclp-tatehaddaナkomれgeCOlori〔thecxpdm印b鵬thoql

n-dodecane,Whi)etheoncwithn-dodecanchaddaTkgreenpreclp]tatC･FromtheXRDmeasuremcnts,itwas

COnfirmedthatthefoT7nCrPreCipitateispotassiumorammoniumjarosite.XFe)(OH)`(SO■)2(Ⅹ王KorN7L),WhiJe

thclatterp-CClpltakalsomainlyconsistsofjarositc,but

CO他insalm叩boロSironcomplexwhichcoutdnotb亡

iden捕datprese軋Wew日加dythi5印加h血er･

nep甘o一也emlturehassli由tlydecre血andth亡Eh

hぉiれCr日光d a5｣.加地那 has 伊州.ne

decrea妃OrPRisdueto下c(m)hydroxidepTeCipねte

Whichcon餌meSO打ion5d血座ね沌m血ion.

恥also釦u血ed汀ノ4･fk〝血血那is
c甲able to

de鮮血n･dod∝弧eOrnOt･FmmgaschlOmab脚by

ana]ysISuSlngShima血GC2010cqulPpedwith FTD

detector,We did not se亡 Cl∈ar CVidencモ Or tbe

degmdationorn血ec卿e.F血herdetailedanalysisis

planndandwi11b亡preSentedalthesymposium.
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Figurel.TimcdcpcndcnccofFすII)conccrLtratiot)
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