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はしがき

本研究はバイオマスを原料とする水音－メタンハイプリッ下型フユーエルセル

システムに関する研究開発である。平成１２年度～平成１４年度において，純

粋基質並びに実際の有地廃棄物から燃料電池に直嶺利用可飽な水音を単一微生

物および複合微生物琴を利用して生産した後、その残達から高速メタン発酵法

によりメタンを回収する二段階プロセスを構築し、その有効性を検証しました。

ここに，これまでの研究成果をまとめて本報尊書を作成し，専門尊家のご枇

判を仰ぎたいと考える次第です。

研究組織

研究代表者：西尾尚壇

研究分ね者：林菌俊英

研究分ね者：中島可豊

研究分ね者：千賓曹男

研究経費

（広島大学大学院鬼端物質科学研究科　数段）

（広島大学大学院鬼端物質科学研究科　助教虎）

（広島大学大学院克端物質科学額究科　助手）

（島津製作所・官庁大学本部・及術開発部）

（金額単位 ：千 円）

直接経費 間接 経費 合計

平成 １２年度 ６，６００ ０ ６，６００
平成 １３年度 ４，３０‾０ ０ ４，３００
平成 １４年度 ２，０００ ０ ２，０００

‥総計 ‾■１２，９０ノ０
０ １２，９００



研究発表

（１）学舎鳥等

１・Ｎ・Ｎｉｓｈｉｏ，Ｙ Ｎａｋａｓｈｉｍａｄａ：Ｈｙｄｒｏｇｅｎ－ｍｅｔｈａｎｅ ｔＷＯ－Ｓｔａｇｅ ＰｒＯＣｅＳＳ ｆｂｒ

ａｎａｅｒＯｂｉｃ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ・Ｉｎ：Ｂｉｏｔｅｃｌｍｏｌｏｇｙ ｆｂｒ ｓｕｓｔａｉｎａｂｌｅ

ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｓｏｕｒｃｅｓｉｎｔｈｅｔｒｏｐｉｃｓ（ＹＩＭｕｒｏｏｋａ，Ｔ．Ｙｏｓｈｉｄａ，Ｔ．

Ｓｅｋｉ・ＲＭａｔａｎｇｋａｓｏｍｂｕちＴ・Ｍ・Ｅｓｐｉｎｏ，Ｕ・Ｓｏｅｔｉｓｎａ，ａｎｄＭ．Ⅰ．Ａ．Ｋａｒｉｍ

ｅｄｓ・）・Ｖｂｌ１６，ＩＣＢｉｏｔｅｃｈ．Ｉｎｐｒｅｓｓ

２・ＹＮａｋａｓｈｉｍａｄａ，Ｍ・Ａ・Ｒａｃｈｍａｎ，Ｔ・Ｋａｋｉｚｏｎｏ，Ｎ・Ｎｉｓｈｉｏ：Ｈ２ＰｒＯｄｕｃｔｉｏｎｏｆ

助おＴＶｂａｃｉｅｒａｅｒｏｇｅｎｅｓａｌｔｅｒｅｄｂｙｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒａｎｄｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｄｏｘｓｔａｔｅｓ．

Ｉｎｔ・Ｊ・Ｈｙｄ・Ｅｎｅｒｇｙ，２７（１１－１２）１３９９－１４０５（２００２）

３・Ｈ・Ｎａｇａｉ，Ｍ．Ｋｏｂａｙａｓｈｉ，ＹＴｓ頑，Ｙ．Ｎａｋａｓｈｉｍａｄａ，Ｔ．Ｋａｋｉｚｏｎｏ，Ｎ．Ｎｉｓｈｉｏ：

Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｃｈｅｍｉｃａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｔｈｅｓｏｌｉｄｗａｓｔｅｈｍｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆｓｏｙ

ＳａｕＣｅｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅ・Ｗ如・Ｓｃｉ・Ｔｂｃｈｎｏｌ．４Ｓ（１２），３３５，３３８（２００２）

（２）ロ頭発表

学舎発表

１・中島可豊　他：ディスポーザーによる粉砕生ゴミの水音・メ、タン発酵

平成１５年度日本農芸化学合，２００３年４月１日

２・荒谷修一　他：通性嫌気性細菌助ねｒｏあαＣねｒαｅｒ聯花ｅβの水音生成

ヒドロゲナーゼの基礎的検育

子戌１４年度日本生物工学合，２００２年１０月２９日

３・伊藤武志　他：通性嫌気性細菌助ねｒｏあαｅねｒαｅｒ聯花ｅβの２，３－ブタ

ンジオール非生成殊による高収率水音生産

平成１４年度日本生物工学会，２００２年１０月２９日

４・高　久生　他：グルコースを基質とした水音－メタン二段発酵システ

ムの開発

平成１４年度日本生物工学合，２００２年１０月２９日

５・高田和也　他　他‥製パンエ場から発生する固形有磯性廃棄物の水音



－メタン発酵

平成１４年度日本農芸化学会大会，２００２年３月２５日

伊藤武志　他：通性嫌気性細菌助ねｒｏあαＣねｒαｅｒ聯花ｅβの２，３－ブタ

ンジオール非生成凍の代謝解析

平成１４年度日本農芸化学会大会，２００２年３月２７日

７・中島可豊　他：助ねｒｏあαＣねｒαｅｒｑが花ｅβの水音生産に及ぼす炭音源

の効果

平成１３年度日本生物工学会，２００１年９月２７日

国際合議

１・ＹｕｔａｋａＮａｋａｓｈｉｍａｄａｅｔａｌ．：Ｍｅｔｈａｎｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｃｏａｓｔａｌｍｕｄ

Ｓｅｄｉｍｅｎｔ・Ｈ２ｐｒＯｄｕｃｔｉｏｎｏｆＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒａｅｒＱｇｅｎｅＳａｌｔｅｒｅｄｂｙ

ｅｘｔｒａｃｅ皿ｕｌ６Ｌｒａｎｄｉｎｔｒａｃｅ皿ｕｌａｒｒｅｄｏｘｓｔａｔｅｓ・ＢｉｏＨｙｄｒｏｇｅｎ２００２，

Ａｐｒｉ１２１－２４，２００２，Ｅｄｅ，Ｔｈ・ｅＮｅｔｈｅｄａｎｄｓ．

２・ＴａｋｅｓｈｉＩｔｏｅｔａｌ・：ＥｎｈａｎＣｅｄｈｙｄｒｏｇｅｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｂｙ２，３－ｂｕｔａｎｅｄｉｏｌ

ｄｅｆｉｃｉｅｎｔｍｕｔａｎｔＳＯｆ助ｔｅｒｏｂａｃｔｅｒａｅｒＱｇｅｎｅＳ・Ｂｉｏ＝ｙｄｒｏｇｅｎ２００２，

Ａｐｒｉ１２１－２４，２００２，Ｅｄｅ，ＴｈｅＮｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ．



１．ハイブリッド型水音・メ．タ、ン発酵システムの開発



１緒言．…．．．．．………．．．．．…．．．．…．…．．…．

２　実験方法　　　　　．．…．．．…．…．．．…．…．……．．．・・・・・・・…・・・…・・…・…・…・・・・……・・…・……………………………３

８－６

２．１　使用菌株……………．∴………………………・
……………３

２．２　使用培地……．．．．．．……．．．．．．．…．．．…．…．．．……．．．．．…．・…・…・……・…………・…・………・・・・……・・…・………・…・…３

２．３　培養条件及び培養方法………………．……………………………………∴………………………………………３

２３．１　前培養（水素生産）

２．３．２　　回分培養（水素生産）…．．．．．…．…．．．．．．．．．．．．．．…・・・・…・…・…・・・・・…・・…・・・・・・・・…・……・…・・・・・・………３

２．３．３　　連続培養（水素生産）……………、一．．．……．…・・・・…・…………………∴………………………………４

２・３・４　メタン発酵汚泥新妻…………………………二…・……………・こ・・・・・・…………………………・…………・４

２３．∫　且。α岬〝が培養廃水メタン発酵…・・…………………………………………………………………・４

、分析方法．…．．．．．．．．．…．．．…．．．．．．．．．…．…．…．．．．．．．．．．．…．．…．．・・…・・・・・・・・…・・・・…・・・・・・・・……・・・………………………………・４

３・１　最終代謝産物の測定…て…………・…………………………………………………・二………………………………４

３．１．ト　ガス組成の分析…………………………．………………………………・・………・…………‥・……………・４

３．１．２　　液成分の定量．．．…‥…．．．．…．．．…．……．．．…．．…．・．・・・・…・……・・・…・・・・・・……・・・・”・・・・……・・・・・・・…・…・・・…・５

結果及び考察…………………………・……………・・………………………・…………………・……………・・・・・：…・・・…・・・・６

４・１首脳０聖培養条件の検討（回今培養ト……………………………………………………………・６

４．１．１　様々な基質を用いての培養・・……・…・・・…・・…・・・…・・…・・・・・・・・…・・…・…・・…・…∴……………………６

４．１．２　　初発基質濃度の影響……………………………・…………………………………・………………………・６

４．１．３　　Ｙモ虞ｅｘ血ＣｔとＰ¢ｐｔＯ皿ｅ濃度の影響……………………………………………………………………７

４．１．４　　Ｎｉ濃度の影響．．…．．．．．…．．．．．．…．．．．．．．…．…．…・・・・・・・…・…・…・・・・・・・…・…・・・…・・・…・…・・・・・・・・・・・・・…・…・…７

４．１．５　　Ｆ¢濃度の影響…………………………………………………………………………………………………・７

４．１．６　Ｔｉ岬）濃度の影響・・・…・・…・・・・…・…・・…・……・・・…・・・…・・・・…・・・・・・・・・・・・…・・・・…・…・・・・…・…・・・・・・……・・７

４．２　連続水素生産…．．．．………．‘．．．．…・…・・…・・・・・・・・・・・・・・・・…・・・…・…・…・・・・・・・…・……・……・・…・・・…・……∵…………８

４ｊ　メタン発酵．．…．．．．．．．．．．…．．．．．．．．・・・・・・・…・・……・・・…・・…・・…・・・・…‥…・…・・・…・・・・…・…・・…・…・……・・・・…・・…・・・・・・・８

４３．１　人工廃水を用いたメタン発酵汚泥の馴養・・……・・・・…・・・・…・・・・・・・…・・・……・……・・・…・…・・・…・・８

４３．２　且。卯㌍′ほＳ培養廃水メタン発酵・……………………………………………………………………‥８

稔括　　　　　．．……・・…・・・・…・・・・・・・・…・………・・…・・・・…・・…・・…・・・・・・…・…・・・・・…・・・・・・…・…・・ｉ………・２３

謝凱・・・…・…・：…・………・・・・・・・…・・・・………・・・・・…・・・・・・…・・…・…・・…・…・・・・・…・・・・・・・・…・……・・・…・…・…・……・…・・…２４

参考文献　　　　　　………………………………………・、…………∴……，……………………………・２５

１



１緒言

永素は無味、無臭、無色の気体でアンモニア、メタノール、塩酸などの製造

原料であり、還元剤としても利用されている。さらに現在、エネルギーは化石

燃料の燃嘩に依存しているがこれはＮＯｘ，ＳＯｘ，ＣＯヱなどの汚染物質を排出したり、

数十年後には枯渇するというような問題点があり人類はこれらの問題を解決し

なければならない。そこで次世代のエネルギー源の一つとして注目されている

ものとして水素を原料とした燃料電池による発電があげられる。このエネルギ

ー獲得方法は上記の方法のような汚染物質を排出しないのでクリーンな方法で

ある０したがって水素生産はエ．ネルギ一問題に直結した重要な事柄である。

生物的水素生産方法としては、光を必要とする光合成細菌を用いる方法や、

Ｃわ∫打王威以叫Ｒｏゐムαｄ訂などの嫌気性細菌を用いて発酵生産を行なう方法などが

挙げられる。それらのなかで助紗血ｃ紗属の助軌加地＝肌伊那はよわ多

くの種痍の基質から永素を生産できること、酸素に強いこと、制御が簡単であ

ること、増殖速度が速いことなど多くの利点がある。そしてｇ．ααＰ㌍乃ｅ∫は水素

を生産すると共に有機酸、アルコールなどの副産物を生産する。

本研究は様々な基質や培養条件を用いて且ααＯｇ∽ｇ∫の水素生産についての検

討をおこないグルコースを用いてのｇ．αα聯刀ｅ∫‾による連続水素生産の後

方・αα０㌍乃ｅ∫副産物をメタン発酵し、メタンとしてもエネルギー回収できる水素、

メタン発酵ハイブリッド型のリアクターシステムの開発に向けた検討を行なっ

た。

２



２　実景方法

２．１　使用菌株

水素生産での使用菌株は本研究室でメタン発酵汚泥より取得された

助紗０あαＣ紗α如㌍乃ｅ∫〃ぴＪ∂Ｊ野生株を用いた。

メタン発酵では東広島市の宝積飲料より採取したメタン発酵汚泥を用いた。

２．２　使用培地

水素生産においてバイアル瓶による回分培養ではＴめＩｅｌに示した複合培地、

リアクターにおける菌体充填床型培養でもＴめ１ｅｌに示した完全複合培地を用

いた。なお、－１２１０Ｃ、２ａｔｍで２０ｍｉｎ滅菌する際、培地中に炭素源、リン酸塩、

マグネシウム塩が同時に存在すると培地が褐変するため、それぞれ別々に調製

し滅菌後に混合した。

メタン発酵においてメタン発酵汚泥の馴着ではＴａｂｌｅ２に示したメタン発酵

培地をもちいた。

２．３　培養条件及び培養方法

２．３．１前培養（水素生産）

前培養は１２５ｍｌバイアル瓶中の複合培地３８ｍｌに３０％グリセロール冷凍保

存（－８００Ｃ）した保存菌体を１，ｍｌ、１０倍に濃縮した炭素源、リン酸緩衝液を５ｍｌ

それぞれ接種し１４時間、３７０Ｃ、１２０ｒｐｍにて振盟培養した。

２．３．２回分培養（水素生産）

回分培養は１２５血バイアル瓶中の複合培地３８ｍｌに前培養液を２ｍｌ、１０倍に

、濃縮した炭素源、リン酸緩衝液を５ｍｌそれぞれ接種し３７０Ｃ、１２０叩ｍにて振塗

培養した。

３



２．３．３連続培養（水素生産）

連続培養はＲｇｌに示す６０ｍｌのリアクターを用いて行なった。まずリアクタ

ーいっぱいに培地を供給しておき前培養液を２．４ｍｌ接種して３７０Ｃで４時間回

分培養を行なった。その後リアクター底部からベリスターポンプによって徐々

に希釈率Ｄを上げていき連続培養を行なった。‾残存グルコース濃度がない状態

を確認してから希釈率を上げていった。

２．３．４メタン発酵汚泥馴養

Ｅ・ａｅｒＯｇｅｎｅＳ培養廃水をメタン発酵する前にＦｉｇ２に示す８００　ｍｌのＵＡＳＢリ

アクターを用いてＴ油１ｅ３に示す人工廃水でメタン発酵汚泥を馴養した。人工

廃水の炭素源としてはＴ曲１ｅ４で示すｇ．αα聯乃ｅ∫回分培養での生産物をその濃

度で用いた。希釈率は０．５打１で行なった。

２．３．５」Ｅ．仇汀喝㌍肋∫培養廃水メタン発酵

２３・３でのＥ・ａｅｒＯｇｅｎｅＳ培養廃水を４０００ｒｐｍ、３０ｍｉｎの遠心分離により菌体を

除去し、１０がの濃度でＮａＨＣｏ３を加え２．３．４での馴養の後のリアクターに投入

しメタン発酵した。

３　　分析方法

３．１　最終代謝産物の測定

３．１．１ガス組成の分析

ガス組成の分析はガスタイトシリンジを用いてサンプルを抜き取りガスクロ

マトグラフィー（ＧＣ・８Ａ，Ｓｈｉｍａｄ甲；ＴＣＤ：ｎｅｒｍａｌＣｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙＤｅｔｅｃｔｏｒ）にて行なっ

た。

＜分析条件＞

Ｃｏｌｕｍ ：Ｓｔａｉｎｌｅｓｓｓｔｅｅｌｃｏｌｕｍｎ
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Ｃｏｌｕｍｎｐａｃｋｉｎｇｍａｔｅｒｉａｌ　　　：Ａｃｔｉｖａｔｅｄｃａ血ｏｎ

Ｃａｒｒｉｅｒｇａｓ　　　　　　　　　：Ａｒｇｏｎｇａｓ

Ｃｕｒｒｅｎｔ　　　　　　　　　　　　　：６０ｍＡ

Ｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　　　　：１１００Ｃ

Ｉｄｅｃｔｉｏｎ／Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ：１４００Ｃ

３．１．２液成分の定量

液成分の定量はＨＰＬＣ（日本分光：クロマトグラフィー用高性能データ処理シ

ステムＢＯＲＷＩＮ，ＵＶ－９７呼Ｕ－９８０，ＣＯ－９８０）にて行なった。なおサンプルの注入は

オートサンアラー（日本分光：８５１－ＡＳ）を用いた。

＜分析条件＞

Ｅｌｕｅｎｔ

ｎｏｗｒａｔｅ

Ｃｏｌｕｍｎ

ＣｏｌｕｍｎＴｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

Ｉｒ＊ｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅ

：５ｍＭＨ２ＳＯ４

：０．８ｍｌ／ｍｉｎ

：ＳｂｏｄｅｘＩｏｎｐａｋＣ－８１１

：６５０Ｃ

：３５匹１
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４　　結果及び考察

４・１且αβｒ聯乃打　培養条件の検討（回分培養）

４．１．１様々な基質を用いての培養

バイアル瓶を用いて且αα聯乃ｅ∫ＨＵ－１０１による様々な炭素源からの永素生産

を行なった０その結果を円ｇ４に示した。炭素源はそれぞれ１０がとした。

水素生産量はＧｌｕｃｏｓｅとＫＯｌｕｃｏｎａｔｅを基質とした場合それぞれ約４０ｍＭで

ありそれ以外の基質の場合は約８０ｍＭであった。その他の代謝産物の結果とし

てＧｌｕｃｏｓｅを基質としたとするとＣＯ２が８０ｍＭと大きな値を示した。これは円ｇ

３に示した代謝経路図からわかるようにＰｙｍＶａｔｅから２．３－Ｂｕｔａｎｅｄｉｏｌに変換され

る課程でＣＯ２が生じるのでこのＣＯ２がＧｈｃｏｓｅの場合の大きなＣＯ２生産濃度の

原因であると考えられる。２．３－Ｂｕｔａｎｅｄｉｏｌの生産濃度も他の基質と比べ多いので

このことを裏付けている。このＧｌｕｃｏｓｅの場合のＰｙｒｕｖａｔｅから２．３－Ｂｕｔａｎｅｄｉ。Ｉｄ

への変換でのＮＡＤ＋の回復と対照的にＸｙｌｏｓｅの場合ＰｙｍＶａｔｅから　ｊｋｅｔａｔｅへの

変換で多くのＮＡＤ＋回復を行なっているので血ｅｔａｔｅ濃度が高いと考えられる。

このようなⅩｙｌｏｓｅの代謝バランスのほうが水素生産に有利であるので、この検

討をもっと行なうべきである。しかしⅩｙｌｏｓｅは発酵速度が遅いという問題点が

ある。

Ｑｙｃｅｒｏｌは高い水素生産性を示しなおかつ発酵速度も速いので永素生産に非

常に期待できる物質であるといえる。

４．１．２　初発基質濃度の影響

バイアル瓶を用いてＧｌｕｃｏｓｅと例ｙｃｅｍｌの初発濃度を変えた培養を行なった。

その結果をＴ血１ｅ３に示した。

Ｇｈｃｏｓｅの結果は濃度が１５が以上になるとＬａｃｔａｔｅの濃度が高くなった。乳

酸濃度が高くなることによりｐＨが低くなり菌の生育が止まるので消費しきれ

ないグルコールが出てくると言える。Ｌａｃｔａｔ濃度は高くなったが水素や他の生

産物濃度にはあまり変化が見られなかった。したがって水素生産を行なうには

Ｇｌｕｃｏｓｅ濃度は１５が以下が適切であると考えられた。濃度が高くなると２．３－ＢＤ

６



まで代謝されずＡｃｅｔｏｉｎで止まってしまうものも表れてきているがこれはＬａｃｔａｔ

の生産が増えているのでそれに伴うバランスになっているのであろう。

ｑｙｃｅｒｏｌの結果も１５が以上で基質が消費しきれなくなっているので１５が以

下での培養が適切であると考えられた。

４．１．３　Ｙｅ＄ｔｅＸｔｒａＣｔとＰｅｐｔｏｎｅ濃度の影響

バイアル瓶を用いてＹｅｓｔｅｘｔｒａｃｔとＰｅｐｔｏｎｅ濃度を変えた培養を行なった。そ

の結果をＴめ１ｅ４に示した。

Ｙｅｓｔｅｘｔｒａｃｔが３ｇｎ以上の場合水素を若干多く生産するととがわかった。

Ｐｅｐｔｏｎｅ３が以下では水素生産は若干少ないヱとがわかった。しかしこれらの

結果はそれほど顕著ではなく、むしろ完全合成培地を用いれば乳酸の生成が低

いので水素生産には完全合成培地が適していると考えられた。

４．１．４　Ｎｉ濃度の影響

バイアル瓶を用いてＮｉ濃度を変えた培養を行なった。その結果をＴａｂｌｅ５に

示した。

ヒドロゲナーゼの活性を上げることを狙い実験を行なったのだが、Ｎｉ濃度に

よって水素生産量、他の生産物量に変化はなかった。

４．１．５　Ｆｅ濃度の影響

４．１．４と同様にヒドロゲナーゼの活性を上げることを狙い実験を行なったのだ

が、変化はなかった。（Ｔａｂｌｅ６）

４．１．６　Ｔｉ（＝）濃度の影響

バイアル瓶を用いてＴｉ（ⅠⅠⅠ）濃度を変えた培養を行なった。その結果をＴａｂｌｅ７

に示した。

Ｔｉ（ⅠⅠⅠ）ｃｉｔｒａｔｅをもちいて酸化還元電位を大きく下げることによって水素生産

にどのような影響が出るかを確認するために実験を行なったが効果はなかった。

７



４．２　　連続水素生産

菌体充填床型リアクター（６０ｍｌ、円ｇｌ）を用いての連続水素生産を行なった。

その結果をＦｉｇ５に示した。

希釈率を上げていくと共に水素生産速度も順調に増大していった。連続培養

を行なうと回分培養では生産されなかったＲ汀ｍａｔｅが生産された。連続培養の

条件は回分培養よりヒドロゲナーゼの活性が低下するのであろう。

常に生産物濃度はほぼ一定であったが希釈率が増大することによって若干

ＬａｃｔａｔｅとＦｏｒｍａｔｅ濃度が増大し、一三ｔｈａｎ０１と２．３－ＢＤの濃度が減少することが観

察された。希釈率を上げることによって代謝のバランスがＬａｃｔａｔｅ生成にシフ

トしたり、ヒドロゲナーゼの活性が低下することによってそのような現象が生

じたのであろう。

希釈率０．６打１のとき１０ｍｍｏｌ几爪の水素生産速度に達した。

４．３　　メタン発酵

４．３．１人工廃水を用いたメタン発酵汚泥の到着

ＵＡＳＢリアクター（８００ｍｌ、円ｇ２）で人工廃水を用いてメタン発酵汚泥の馴

養を行なった。その結果を円ｇ６に示した。

馴養の初期でＬａｃｔａｔｅ，２．３－ＢＤ，Ｅｔｈａｎｏｌは速やかに分解されたが、Ａｃｅｔａｔｅと

Ｐｒｏｐｉｏｎａｔｅは蓄積する状況が起こった。しかし馴養を続けていくと馴養開始か

ら約９０日目で有機物がほぼメタン化された状態になった。有機物濃度の低下

とともにメタン生成速度も増加した。馴養初期段階では肋ｆ如乃０∫αｒＣ加α、

〟ｅｆ加乃０∫αｅｆα等のメタン生成菌の活性が低かったが馴養を続けることによっ

てこれらの活性が上がったと考えられる。

希釈率０．５打ｌで２．５ｍｍｏｌ／他のメタン生成速度に達した。

４．３．２　且“血即肌酢培養廃水メタン発酵

４・３・１で馴毒したメタン発酵汚泥ＵＡＳＢリアクター（８００ｍｌ、Ｆｉｇ２）で４．２で

水素生産した廃水を用いてメタン発酵を行なった。その結果をＦｉｇ７に示した。
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希釈率を変化させて実験を行なったが希釈率０．３２ｄ．１以下ではほぼ完全に有

機物をメタン化することが出来た。人工廃水から培養廃水に変えたことによっ

て完全にメタン化できる速度が嘩少したのは培地組成が変わったことによると

考えられる。Ｔめ１ｅｌとＴ血１ｅ２を比較すると培養廃水には人工廃水の１０倍以

上のＳＯ４をが含まれているためそのことにより人工廃水のときより硫酸還元菌が

活発に活動してメタン生成を阻害したというようなことが考えられる。

希釈率０．３２Ｄ・１で２ｍｍｏｌ几他のメタン生成速度に達した。
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Ｆｉｇｌ　菌体充填床型リアクター（‘Ｏｍｌ）
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・ｍｅａＳ叫ｒｅｍｅｎｔ

Ｆｉｇ２　メタン発酵ＵＡ細リアクター（＄００ｍｌ）
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Ｔａｂｌｅ３　回分培養における初発基質濃度の影響（１２・ｈ）
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Ｔａｂｌｅ７　回分培養におけるＴｉ（ⅠⅠⅠ）濃度の影響（１２ｈ）

①　通常の培地
Ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｈ２　　　　ＣＯ Ｌａｃｔａｔｅ ｆｂｌｍａｔ占　　Ａｃｅｔａｔｅ　２，３－ＢｕｔａｎｅｄｉｏＩ Ｅｔｈａｎｏｌ

Ｃ（ＩｎＣｅｎｔｒａｌｉｏｎ ｍＭ）　　　４６．７　　　　５９．０　　　　１５．４　　　　０．０　　　　　８．９ ２７．７　　　　　３２．０

０．４ｍＭ添加した培地
Ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｈ２． ｈｃｔａｔｅ Ｒ）ｌｍａｔｅ Ａｃｅｔａｔｅ　２，３－ＢｕｔａｎｅｄｉｏＩ Ｅｔｈａｎｏｌ

Ｃｂｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ４４．４　　　　　７１．０ １４．８・　　　０．０　　　　１０．５　　　　２４．９　　　　　２７．９

③　Ｔｉ ⅠⅠけ２ｍＭ添加した培地
Ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｈ２

２　　　　Ｌａｃｔａｔｅ ｆｂｌｍａｔｅ Ａｃｅｔａｔｅ　２，３－ＢｕｔａｎｅｄｉｏＩ Ｅｔｈａｎｏｌ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｍＭ）　　　４２．５　　　　６９．６　　　１３．３　　　　０．０ １０．４　　　　　２６．３　　　　　３２．７

ⅠⅠⅠ）４ｍＭ添加した培地
Ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｈ２

２　　　　Ｌａｃｔａｔｅ Ｒ）血ａｔｅ Ａｃｅｔａｔｅ　　２，３－ＢｕｔａｎｅｄｉｏＩ Ｅｌｈａｎｏｌ

ｂｎｃｅｎｔｒａｌｉｏｎ（ｍＭ）　　茄：ラ〒＝＝　７０．３　　１４．３　　　０．０　　　０．０　　　２４．９　　　３２．４１４．３　　　　　０．Ｏｒ Ｏ．０　　　　　２４．９　　　　　３２．４



Ｔａｂｌｅ５　匝Ｉ分培養におけるＮｉ濃度の影響（１２ｈ）

（９　ＹｅｓｔｅｘｔｒａｃｔとＰｅｐｔｏｎｅを抜いた培地

Ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｈ２　　　　ＣＯｔ Ｌａｃｔａｔｅ Ｒ）ｌｍａｔｅ Ａｃｅｔａｔｅ　２，３－ＢｕｔａｎｅｄｉｏＩ Ｅｔｈａｎｏｌ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ４０．１　　　　５５．６　　　　　８．７　　　　　０．０ １５．０　　　　　２２．０　　　　　３６．２

②　Ｙｅ畠ｔｅｘｔｒａｃｔとＰｅｐｔｏｎｅ とＮｉを抜いた培地

Ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｈ２ Ｌａｃｔａｔｅ Ｆｂｌｍａｔｅ Ａｃｅｔａｔｅ　２，３－ＢｕｔａｎｅｄｉｏＩ Ｅｔｈａｎｏｌ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｍＭ）　　３９・４　　　　５６・８　　　１６・５
０．０　　　　　９．９　　　　　１８．５　　　　　３０．０

（診　Ｙ由ｔｅｘｔｒａｃｔとＰｅ ｔｏｎｅを抜き通常の培地成分の１０倍量のＮｉを加えた培地

Ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｈ２ ｈｃｔａｔｅ Ｒ）１ｍａｔｅ Ａｃｅｔａｔｅ　２，３－ＢｕｔａｎｅｄｉｏＩ Ｅｔｈａｎｏｌ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｍＭ）　　３８・２　　　４９・９
１１．６　　　　０．０．　　　１１．５　　　　２２．０　　　　３８．２

④　ＹｅｓｔｅｘｔｒａｃｔとＰｅｐｔｏｎｅ を抜き通常の培地成分の１００倍量のＮｉを加えた培地
Ｅｔｈａｎｏｌ

Ｐｒｏｄｕｃｔｓ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｍＭ）　　　３９・５

２　　　Ｌａｃｔａｔｅ
Ｒ）１ｍａｔｅ

５３．２　　　　１０．２　　　　　０．０

Ａｃｅｌａｔｅ

１３．０　　　　　２３．０　　　　　３７．０



Ｔａｂｌｅ‘回分培養におけるＦ長波度の影響（１２ｈ）

①　通常の培地成分よりＦｅ（ＮＨ４）２ＳＯ４・６Ｈ２０を抜いた培地

Ｐｒｏｄｕｃｔｓ
２　　　Ｌａｃｔａｔｅ Ｒ｝１ｍａｔｅ Ａｃｅｔａｔｅ ２，３－ＢｕｔａｎｅｄｉｏＩ Ｅｔｈａｎｏｌ

ｑｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｍＭ）　　　３８．２　　　　６３．４ １４．１　　　　０．０　　　　　７．０　　　　　２１．６　　　　　２６．８

②　通常の培地成分よりＦｅ（ＮＨ４）２ＳＯ４・６＝２０を抜きＦｅＣ１２を１０ｍｇ／ｌ加えた培地

ｍｏｄｕｃｔｓ Ｈ２　　　ＣＯ２ Ｌａｃｔａｔｅ Ｒ）ｌｍａｔｅ Ａｃｅｔａｔｅ　　２，３－ＢｕｔａｎｅｄｉｏＩ Ｅｔｈａｎｏｌ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｍＭ）　　　４１．６　　　　６９．０　　　１６．４　　　　０．０　　　　８．７　　　　２４．４　　　　２９．９

③　通常の培地成分よりＦｅ（Ｎ甲４）２ＳＯ４・６Ｈ２０ を抜きＦｅＣ１２を１００ｍｇ／１加えた培地

ｍｏｄｕｃｔｓ Ｈ２　　　　ＣＯ
Ｌａｃｔａｔｅ Ｒ）ｌｍａｔｅ Ａｃｅｔａｔｅ　２，３－ＢｕｔａｎｅｄｉｏＩ Ｅｔｈａｎｏｌ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｍＭ）　　　４１．９　　　　７３．９　　　１６．３　　　　０．０　　　　８．０ ２４．８‘　　　２８．０

④　通常の培地成分よ りＦｅ（ＮＨ４）２ＳＯ４・６Ｈ２０を抜きｐｅＣ１２を５００ｍｇ／ｌ加えた培地

Ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｈ２　　　　ＣＯ
Ｌａｃｔａｔｅ ｆｂｌｍａｔｅ Ａｃｅｔａｔｅ　２，３－ＢｕｔａｎｅｄｉｏＩ Ｅｔｈａｎｏｌ

ＣｂｎＣｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｍＭ）　　　４２．３　　　　７８．７　　　１３．５　　　　０．０　　　　７．３　　　　２４．９　　　　２８．４

④　通常の培地成分よりＦｅ（ＮＨ４）２ＳＯ４・６Ｈ２０を抜きＦｅＣ１２を１０００ｍｇ／ｌ加えた培地

Ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｈ２　　　　ＣＯ Ｌａｃｔａｔｅ Ｆｂｌｍａｔｅ Ａｃｅｔａｔｅ．２，３－ＢｕｔａｎｅｄｉｏＩ Ｅｔｈａｎｏｌ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｍＭ）　　　３８．０　　　　８１．８　　　１３．０　　　－　０．０　　　　５．４ ３４．８　　　　　３３．４



Ｔａｂｌｂ７　回分培養におけるＴｉ（ⅠⅠⅠ）濃度の影響（１２Ｉｌ）

①　通常の培地
Ｐｍｄｕｃｔｓ Ｈ２　　　ＣＯヮ　　　Ｌａｃｔａｔｅ Ｒ）ｌｍａｔｅ Ａｃｅｔａｔｅ　２，３－ＢｕｔａｎｅｄｉｏＩ Ｅｔｈａｎｏ１

４６．７　　　　５９．０　　　　１５．４　　　　０．０　　　　　８．９　　　　　２７．７　　　　３２．０（ｂｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

０．４ｍＭ添加した培地
Ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｈ２　　　ＣＯ２ Ｌａｃｔａｔｅ ｆｂｌｍａｔｅ Ａｃｅｔａｔｅ　２，３－ＢｕｔａｎｅｄｉｏＩ Ｅｔｈａｎｏｌ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ４４．４　　　　　７１．０ １４．８　　　　０．０　　　　　１０．５　　　　　２４．９　　　　　２７．９

２ｍＭ添加した培地
Ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｈ２ Ｌａｃｔａｔｅ　　　恥Ｉｍａｔｅ Ａｃｅｔａｌｅ　２，３－ＢｕｔａｎｅｄｉｏＩ Ｅｔｈａｎｏｌ

Ｃｏｎｃｃｈｔｒａｔｉｏｎ（ｍＭ）　　　４２・５　　　　６９・６
１３．３　　　　０．０　　　　１０．４　　　　２６．３　　　　　３２．７

④　Ｔｉ（ⅠⅠⅠ ４ｍＭ添加した培地
Ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｈ２ ２　　　Ｌａｃｔａｔｅ Ｆｂｌｍａｔｅ Ａｃｅｔａｔｅ　　２，３－ＢｕｔａｎｅｄｉｏＩ Ｅｔｈａｎｏｌ

ＣｂｎＣｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｍＭ）　　　４１・７　　　　７０・３
１４．３　　　　０．０　　　　　０．０　　　　　２４．９　　　　　３２．４
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５　総括

本研究は水素高生産を目指した基質、培養条件等の検討を行ないさらに連続

水素生産後の培養排水をメタン発酵を実際に行ないハイブリッド型リアクター

システムの開発に関する検討を行なった。

基質ｑ）検討ではバイオマスに多く含まれるＸｙｌｏｓｅ、Ｇｌｙｃｅｒｏｌで高濃度の水素

生産が確認できたので高速連続水素生産の系でも検討壷行なフて行くべきであ

る課題が出てきた。

今回もっとも単純なモデルといえるグルコースをもちいた高速水素生産を行

ないその培養廃液後のメタン発酵では廃液をほぼ完全にメタンできたので水素

発酵リアクターとの体積比を希釈率より検討すると水素発酵リアクターの４５

倍の体積のＵＡＳＢリアクターが必要であるという値が算出することができた。

文献億により本ＵＡＳＢメタン発酵リアクターの負荷速度は高性能のリアクター

ものであるということが確認できたので算出したリアクター比は妥当である。

今後、水素、メタン発酵とも発酵速度を上げるということ、バイオマスから

の水素生産を行なうこと、実際に燃料電池に接続した総合的なリアクターシス

テムの開発を進めることを行なっていかなければならない。

２３
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１．緒言

我が国における廃棄物の排出状況をみると、一般家庭などから排出される

一般廃棄物（ごみ及びし尿）の排出量は、平成１２年度で５２３６万トンとな

っており、一人当たりのごみ排出量は１１３２グラムとなっている。排出量の

推移をみてみると、バブル期に向けて増大し、その後は横ばい傾向であるも

のの、高水準での推移を続けている。

このような廃棄物の現状をうけて、循環型社会形成に向けた動きがより活

発になってきている。国・地方公共団体・事業者・国民が一体となって、廃

棄物の発生抑制や再利用、適性処分などに取り組むもうということだ。すで

に循環型社会形成推進基本法や食品リサイクル法が施行され、全国の自治体

や処理業者もさまざまな処理システムを開発、導入している。

可燃ゴミの１６％を占める生ゴミについても、その有効利用についてさま

ざまな取り組みが行われている。以前から行われてきた農業虜の堆肥として

の生ゴミコンポスト化や、家庭でもできるＥＭ菌を用いた処理、加熱乾燥方

式の生ゴミ減量化処理などが知られている。また最近ではみみずを使ってコ

ンポスト化を行なおうという試みもなされている。

このような生ゴミ処理の一つとして流しに取り付けた生ゴミ粉砕機、ディ

スポーザーにより粉砕した生ゴミをそのまま排水として流し、マンション単

位などでまとめて処理を行う方法が注目されている。この方法だと生ゴミを

直接触ったりにおいをきにしたりしなくてすみ、害虫の発生も防そことがで

きるよさらに得られる生ゴミ排水は有機物が豊富であり、これを嫌気消化す

ることに妄り生ゴミの処理及び水素、メタンなどのエネルギー回収が期待で

きる。そこで本研究ではディスポーザー処理をした生ゴミ排水の嫌気消化に

ついて検討を行った。

今回我々が処理法として選択した嫌気消化処理は、活性汚泥法等の好気性

の処理と比較して以下の特徴が挙げられる。

●　余剰汚泥の発生量が好気性処理に比べてｌ／５～１／１０程度と少ない

●　酸素の供給が不要なため稼働消費動力が小さい

●　副産物としてエネルギー資源、化学原料物質などの有用物質を生産しう

る

嫌気消化処理はこれらの特徴を持ちながら、一方でいくつかの欠点も持

ち合わせている。まず一つ目に菌体増殖速度が遅いという点が挙げられる。

糖やタンパク質などの高分子有機物の分解において、好気性微生物では一

４



種の微生物が水や二酸化炭素まで低分子化するのに対し、嫌気性微生物で

は酸生成細菌、酢酸生成細菌、そしてメタン生成細菌の、少なくとも３種

類の嫌気性微生物群が共存して生態系を維持している。この微生物群のう

ち有機高分子の無機化を行う最終段階に位置するメタン生成細菌は増殖が

遅く、全体の律速段階となっている。このため、／嫌気消化処理を行う際メ

タン生成細菌の至通増殖条件を選択する必要がある。

また二つ目として、前項と関係のあることでもあるが、メタン生成細菌

はｐＨ、温度等の環境条件の変化に比較的敏感であることが挙げられ、嫌気

性処理を行うにあたらてこれらの条件が重要な管理項目となっている。嫌気

上向流式汚泥床山ｐｆｌｏｗａｎａｅｒＯｂｉｃｓｌｕｄｇｅｂｌａｎｋｅｔ：ＵＡＳＢ）リアクターといった高

負荷型の嫌気性処理めほとんどは３５～３７ｂｃ付近に至適温度を有している中温

性メタン生成細菌を利用しており、メタン生成細菌の活性を最大限に利用す

るために通常この至適温皮付近での処理が行われている。しかし排永の処理

温度に応じて、至適温度が２００Ｃ付近の低温性メタン生成細菌や５５０Ｃ付近の

高温性メタン生成細菌が用いられることがある。ただしメタン生成細菌の活

性は温度の変化に比例するため、低温では低負荷の排水、高温では高負荷の

排水の処理に用いられる。

またメタン生成細菌はわＨに極めて敏感であるため、ｐＨを常に６．０…８．５程

度に維持する必要がある。メタン生成速度よりも負荷速度が速い過負荷状態

においては、低級脂肪酸の蓄積によりｐＨが低下するため、ＮａＯＨなどのア

ルカリ剤を添加してｐＨの維持を行う必要がある。

我々は生ゴミの嫌気消化を検討する一方で、新たな側面に着目した。それ

は一連の嫌気消化過程においてどのような微生物相の変化が起きているのか、

また各段階にどのような微生物種が関与しているのか、ということである。

微生物の多様性を知ることによりさらなる嫌気消化の挙動を把撞できると考

えた。

しかし生ゴミに汚泥といった浪合系から微生物を単離するのは非常に困難

であり、さらに嫌気下で取り扱わなければならないという悪条件がつきまと

う。ところが分子生物学的手法にてこれらは解決された。つまり培養による

単離・同定ではなくｍからアプローチする方法である。近年こういった

分子生物学的手法による混合系の微生物多様性が明らかにされてきている。

そのうち最も頻用されているのが変性剤濃度勾配ゲル電気泳動ｐＧＧＥ：

ＤｅｎぬｒａｎｔＧｒａｄｉｅｎｔＧｅｌＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ）である。

ＤＧＧＥは元々野生型と変異型を分離するために開発された方法で、塩基配

列のわずかな違いでこれらを分離することができる。変性剤の濃度勾配をか

けたゲルで電気泳動を行うと変性剤による核酸サンプルの解離が起こるが、

５



塩基配列によって解離する変性剤の濃度が異なる。これは泳動時バンドの泳

動距離に反映され、１６Ｓ’ｄｂｏｓｏｍ山」ⅨＮＡといった微生物種の分類の指標とな

りうる核酸サンプルを用いると、現れたバンドめ数だけ微生物種が存在する

と考えることができる。このようなＤＧＧＥ法により、培養して単離してい

た従来の方法とは比べものにならないほど簡単に混合系の微生物の多様性を

知ることができる。

本研究ではまず、生ゴミ排水の嫌気消化処理条件を検討した。その条件下で

生ゴミ排水の嫌気消化を行い、処理の高速化を図った。あわせてこの過程に

おける微生物相の変化をＤＧＧＥ法により検討した。

６



２．方法

２．１使用汚据

本研究で用いた嫌気消化処理用の汚泥は、広島県内の下永処理場から採取し

た、余剰汚据の高温メタン発酵汚泥（５００Ｃ）、及び東広島市内の食品製造工場か

ら採取した消化汚泥（３７０Ｃ）を使用した。‘また連続メタン発酵用の汚泥として、

パン生地で馴養されたメタン発酵汚泥（３８０Ｃ）を用いた。

２．２試料

本研究で用いた生ゴミ排水臥市販ディスポーザーにより粉砕して調製した。

Ｔａｂｌｅｌに示す標準生ゴミ２５０ｇを、流し台に取り付けたディスポーザー（Ｆｉｇ．

１）に投入後、８１／ｍｉｎで水を流しながら粉砕し、排水を容器に回収した。

Ｔａｂｌｅｌ．標準生ゴミ組成

成分材料
‾湿潤重比（呵

重畢（ｇ）

野菜類 ニ ンジ ン １８ ４５

キャベ ツ １８ ４５

果 実類 ・バ ナナめ皮 ■１０ Ｚ主

リンゴの皮 １０ ２５

グ レー プ フルー ツの皮 １０ ２５

その他 －鳥骨 ８ ２０

鯵 め干物骨付 き １０ ２５

鶏卵 の殻 ２ ５

米飯 １０ ２５

茶殻 ４ １０

合計 １００ ２５０

７



８暮／ｍｉｎ

Ｆｉｇ．１ディスポーザー模式図

容器
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２．３　回分培養

生ゴミ排水の嫌気消化処理条件を検討するため、回分培養を行なった。７５０

ｍｌ容量のバイアル瓶にて生ゴミ排水及び汚泥を全量３５０ｍｌになるよう浪合

し、ｐＨを一定に調整したのち上部をＮ２ガスで置換した。培養は尭全嫌気、

暗条件下で静置にて行い、サンプリング毎にｐＨ、ガス生成、有機酸生成、

ＭＬＳＳ、全有機炭素濃度（ＴＯ、Ｃ）などを測定し、ＰＨを初期値に再調整した。

２．３．１生ゴミ排水負荷の検討

調製した生ゴミ排水を嫌気消化処理するにあたり、処理に適した生ゴミ排

水濃度を検討した。調製した生ゴミ排永を２倍、４倍、８倍に希釈したもの

及び希釈していない排水原水と、余剰汚据の高温メタン発酵汚梶（５００Ｃ）及び

消化汚泥（３７０Ｃ）を用いて上記の方法で培養を行なった。汚泥濃度は３０％（Ⅴ／ｖ）
●

とし、ｐＨ７．０に調製した。

２．３．２　使用汚海の検討

生ゴミ排水の嫌気消化処理において、より多くのＨ２生成、ＭＬＳＳ減少を

得るため、使用汚泥の種類及び浪合濃度を検討した。汚据は高温メタン発酵

汚泥（５００Ｃ）、中温消化汚泥（３７０Ｃ）の二種類を用い、それぞれ汚泥濃度を０％、

０・１乳１％、１０％、３０％としてｐＨ７．０で上記同様培養を行なった。

２．３．３　ｐＨの影響

高温メタン発酵汚泥（５００Ｃ）、中温感化汚泥（３７０Ｃ）において、至適ｐＨの検

討を行なった０高温メタン発酵汚泥１０％（Ⅴ／ｖ）、中温消化汚泥１呵Ⅴ／ｖ）にお

いてｐＨ５．０、７．０、９．０でそれぞれ上記同様培養を行なった。
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２．４　単相水琴－メタン発酵

Ｆｉｇ．２に示す撹拝型リアクターを用いて、生ゴミ排水の回分培養を行なっ

た。高温メタン発酵汚据（５００Ｃ）を１０％（Ⅴ／ｖ）、生ゴミ原排水を２１になるよう

混合し、ｐＨ７．０に調整後、上部をＮ２で置換した。ＰＨ６．８～７．４で制御しな

がら培養を続けた。

２．５　二相式水素・メタン発酵

生ゴミ排水処理をより高速化するため、加水分解段階とメタン生成段階を

わけて別々に処理する、二相式水素・メタン発酵を試みた。

２．５．１撹拝型リアクターによる水素発酵
一相目は撹拝型リアクターを用いた半連続培養を行い、生ゴミ固形分の可

溶化及び水素回収を行なった。前項と同じ２．８１容量の撹拝型リアクター（Ｆｉｇ．

２）に高温メタン発酵汚泥（５００Ｃ）を１０％（Ⅴ／ｖ）、生ゴミ原排水を２１になるよう

調製し、ＰＨ７．０に調整して上部をＮ２で置換した。ＰＨ６．８～ＰＨ７・３で制御

し、サンプリングの都度、上部をＮ２で置換し、各種測定を行なった。４日

おきに培養液を半量引き抜き、新たな生ゴミ排水を添加して培養を続けた。

引き抜き間隔を３日おき、２日おきと徐々に短くし、生ゴミ処理の高速化を

図った。

２．５．２　固定床型リアクターによるメタン発酵

前項で行なった撹拝型リアクターによる水素発酵で得られた処理水をさら

にメタンへ変換させるため、固定床型リアクターを用いてメタン発酵を行な

った（Ｆｉｇ．３）。１１容量の筒型リアクターに、担体としてポリプロービレン．セ

ラミックス混成担体を詰め、パン生地馴養メタン発酵汚泥（３８０Ｃ）を充填した。

前項で行なった水素発酵の処理水を適宜希釈したものを、ｐＨ７．０に調整し

て基質とした。リアクター上部より処理水を回収し、各種測定を行なった。

徐々に基質の負荷及び流入速度を上げて、処理の高速化を図った。
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２．６　　分析方法

２．６．１ガス生産量測定

生成したガス組成はガスクロマトグラフィー（ＧＣ－８Ａ，Ｓｈｉｍａｄｚｕ；ＴＣＤ：

ＴｈｅｒｍａＩＣｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ Ｄｅｔｅｃｔｏｒ）で分析した。ガスクロマトグラフィー分

析条件は以下のとおりである。

Ｃｏｌｕｍｎ：Ｓｔａｉｎｌｅｓｓｓｔｅｅｌｃｏｌｕｍｎ

Ｃｏｌｕｍｎｐａｃｋｉｎｇｍａｔｅｒｉａｌ：Ａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎ

Ｃａｒｒｉｅｒｇａｓ：Ａｒｇｏｎｇａｓ

Ｃｕｒｒ９ｎｔ：６０ｍＡ

Ｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ：１１００Ｃ

Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ／Ｄｅｔｅｃｔｏｒｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ：１４００Ｃ

生成ガス量は永上置換法により求めた。

２．６．２　有機酸の定量

有機酸の定量には高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ：Ｈｉｇｈ

ＰｅｒｆｏｒｍａｎｃｅＬｉｑｕｉｄ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ＪＡＳＣｏ Ｇｕｌｌｉｖｅｒ ｓｅｒｉｅｓＵＶ－９７０

＆ＰＵ－９８０，ＪＡＳＣＯ）を用いた。

２・６・３　ＴＯＣ（ＴｏｔａｌＯｒｇａｎｉｃ．ｃａｒｂｏｎ）

ＴＯＣアナライザー（ＴＯＣ－５０００，＿Ｓｈｉｍａｄｚｕ）を用いて測定した。分析条件
を以下に示す。

Ｃａｒｒｉｅｒｇａｓ‥０２ｇａＳ

Ｆｌｏｗ ｒａｔｅ：１５０ｍｌ／ｍｉｎ

Ｃｏｍｂｕｓｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ：６８００Ｃ

２・６・４　ＭＬＳＳ（ＭｉｘｅｄｌｉｑｕｏｒＳｕｓｐｅｎｄｅｄＳｏｌｉｄｓ）

サンプリングした撹拝培養液１０ｍｌ遠心管に採取し、３０００ｒｐｍで１０分

間遠心後、上溝を除去しＪ８００Ｃの乾熟器で２日間乾燥後、秤量した。
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２．７　　消化汚泥中の微生物群集解析

２．７．１ＤＮＡ抽出

サンプリングした培養液からＦａｓｔＤＮＡＳＰＩＮｋｉｔ【ｆｂｒｓｏｉｌ］（ＢＩＯｌＯｌ）を用

いてＤＮＡを抽出した。０．８％アガロースゲル（ＬＯ３；ＴＡＫＡＲＡ）にて電気泳動

を行い（１００Ｖ，４０ｍｉｎ）、エチプロ（ｅｔｈｉｄｉｕｍｂｒｏｍｉｄ・ｅ）染色後（１５ｍｉｎ）、紫外

線照射により、抽出ＤＮＡを確認した。

２．７．２１６ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＤＮＡ断片のＰＣＲ増幅

抽出したＤＮＡを鋳型として、真正細菌に特異的なプライマーベア、

ＧＭ５Ｆ－ＧＣｃｌａｍｐ－（ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ）、ＤＳ９０７Ｒ（ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ）（Ｔａｂｌｅ２）

を用いてＰＣＲ増幅を行なった。ＰＣＲ条件を以下に示す。

Ｔａｂｌｅ２．ＰＣＲ増幅に用いた各プライマーの塩基配列

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｅ．ｃｏＬｉｐｏｓｉｔｉｏｎ

ＧＭ５ｆ－一ＧＣｃｌａｍｐ一

，ＤＳ９０７Ｒ

ＧＣ－Ｃｌａｍｐ

５，－ＧＣｃｌａｍｐ－ＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ－３，　３４１－３５７

５Ｊ＿ＣＣＣＣＧＴＣＡＡＴＴＣＣｍＧＡＧＴＴＴ－３，　　　　９０７－９２８

５Ｊ＿ＣＧＣＣＣＧＣＣＧＣＧＣＧＣＧＧＣＧＧＧＣＧＧＧＧ

ＣＧＧＧＧＧＣＡＣＧＧＧＧＧＧ－３’
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＜ＰＣＲ条件＞

Ｐｏｌｙ’ｍｅｒａｓｅ：ＫＯＤ－Ｐｌｕｓ－ＣｒＯＹＯＢＯ）

ＰＣＲ機器：Ｐｅｒｋｉｎ－ＥｌｍｅｒＧｅｎｅＡｍｐＰＣＲ２４００ｓｙｓｔｅｍ

反応液組成：

Ｃｏｍｐｏｒｎｅｎｔｓ Ｖｏｌｕｍｅ（〟り Ｆｉｎａｌｃｏｎｃｎ．

１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒｆｏｒＫＯＤ－Ｐｌｕｓ－

２ｍＭｄＮＴＰｓ

２５ｍＭＭｇＳＯ４

Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍ主ｒ（１０ｐｍｏｌ／ＪＬｌ）

Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ（１０ｐｍｏｌ／ＪＬｌ）

ＴｅｍｐｅｌａｔｅＤＮ今（２０－４０ｎｇ）

ＫＯＤ－Ｐｌｕｓ－ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

Ｄｉｓｔｉｎｅｄｗａｔｅｒ

５　１×

５　０．２ｍＭｅａｃｂ

２　１ｍＭ

ｌ Ｏ．２〟Ｍ

ｌ Ｏ．２〟Ｍ

ｌ

ｌ ｌｕ

３４

Ｔｏｔａｌ

ＰＣＲ反応条件：

９４０Ｃ　　　　２ｍｉｎ
ｌ●－　■　●－－■■●●一　●●　●　●　－一－－●■■　■■－－■■－　■■■

９４０Ｃ　　　　３０ｓｅｃ

５９０Ｃ　　　　２０ｓｅｃ

６８０Ｃ　　　・３０ｓｅｃ

６８０Ｃ　　　　５ｍｉｎ

１′

３５ｃｙｃｌｅｓ

ｐｃＲ産物は前項同様０．８％アガロースゲルで電気泳動後、エチプロ染色し

七紫外線照射により増幅バンドを確認した。
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２・７・３　変性剤濃度勾配ゲル電気泳動（ＤＧＧＥ）

微生物相の変化を見るため、ＰＣＲ増幅した１６Ｓ ｒＤＮＡ断片を用いて変性

剤の濃度勾配をかけたアクリルアミドゲルでの電気泳動を行なった（ＤＧＧＥ；

Ｄｅｎａｔｕｒ９ｇｇｒａｄｉｅｎｔｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ）０ゲル調整方法及び泳動条件は

以下に示すとおりである。

機器：ＤｃｏｄｅＳｙｓｔｅｍ（ＢＩＯＲＡＤ）

ゲル調整：０％及び１００％変性剤ゲルを調製後、これらを任意の割合で混合し

て２０％及び７０％濃度の変性剤アクリルアミドゲルを調製した。

０％変性剤アクリルアミドゲル＊

４０％Ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ／Ｂｉｓ

５０×ＴＡＥｂｕｆｆｅｒ

Ｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒ

１００％変性剤アクリルアミドゲル＊

４０％Ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ／Ｂｉｓ

Ｄｅｉｏｎｉｚｅｄ ｆｏｒｍａｍｉｄｅ

Ｕｒｅａ

５０×ＴＡＥｂｕだｅｒ

Ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ ｗａｔｅｒ

１５ｍ１

４０ｍ１

４２ｇ

２ｍｌ

＋　α

１００ｍｌ

＊フィルター濾過したのち、脱気して使用

泳動条件：１×ＴＡＥｂｕｆｆｅｒ、６００Ｃ、１３０Ｖで４時間泳動した。ＳｙｂｅｒＧｒｅｅｎ

で染色後、紫外線照射により泳動バンドを確認した。
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３．結果及び考察

３．１生ゴミ排水の回分培養

本研究で用いた生ゴミ排水の特性を以下に示す。

Ｔａｂｌｅ３．生ゴミ排水の特性

■ＭＬＳＳ Ｊ（ｇ／１） ■ １ま．４

有 機 酸

（ｍ Ｍ ）

グ ル コ ー ス ９．３

乳 酸 ２．０

－ＴＯＣ・ （ｍ ｇ／り
１６２２

３．１．１生ゴミ排水負荷の検討

生ゴミ排水の嫌気消化処理にあたり、生ゴミ排水の負荷濃度を検討した。

調製した生ゴミ排水を２倍、４倍、８倍に希釈したもの、及び原排水をバイ

アル瓶にて回分培養を行なったところ、希釈倍率に応じてＨ２生成量及び有

機酸生成量が小さくなっていた。よって生ゴミ原排水での処理が可能である

ことがわかった。Ｆｉｇ．４に生ゴミ原排水を用いた培養結果を示す。培養初期

にＨ２生成量及び有機酸生成がみられ、培養が進むにつれＣＨ４生成が盛んに
なった。生ゴミ排水は有機物豊富な基質であるので、このような典型的な嫌

気消化の過程をとるものと考えられる。

３．１．２使用汚泥及び培養温度

余剰汚泥の高温メタン発酵汚泥（５００Ｃ）及び中温消化汚泥（３７０Ｃ）のうち、生

ゴミ排水の嫌気消化処理にはどちらが適しているか、またその汚据濃度につ

いて検討した。汚泥濃度を０．１～３０％（Ⅴ／ｖ）、ｐＨ７．０で回分培養を行なった

ところ、汚泥濃度により若干違いがみられたが、どちらも平均３０ｍＭのＨ２、

平均６０％のＭＬＳＳ減少率が得られた¢ｉｇ．５）。生ゴミ排水を嫌気消化処理し

ていく上で、より高いＨ２生成にあわせて、より高いＭＬＳＳ減少率を期待で

きる条件が望ましい。よって３０％（Ⅴ／ｖ）高温汚泥（５００Ｃ）および１呵Ⅴ／ｖ）中温

汚泥（３７０Ｃ）を今後の検討条件に用いることにした。
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３．１．３ｐＨの影響

嫌気消化処理におけるｐＨの影響をみるため、３０％（Ⅴ／ｖ）高温汚泥（５００Ｃ）お

よび１呵ｖ／ｖ）中温汚泥（３７０Ｃ）でそれぞれｐＨ５・０、７・０、９・０で培養した（Ｆｉｇ・６）０

いずれも低ｐＨでは乳酸の蓄積がみられ、Ｈ２生成を阻害していることがわ

かった（Ｆｉｇ．７）。また培養温度３７０Ｃではアルカリ条件でも乳酸が生成してお

り、ｐＨの違いによるＨ２生成の差はみられなかった。一方、培養温度５０℃

ではｐＨ５．０の場合培養が進むにつれ徐々にＨ２生成がみられるのに対し、ｐＨ

７．０及びｐＨ９．０では培養４日目までにＨ２生成が完了している。Ｈ去生成が

すばやく終了することは今後処理を高速化する上で大変好ましいので、高温

汚泥を用いたｐＨ７．０における処理が適切であると考えた。

以上のバイアルでの回分培養により、今後の生ゴミ排水の嫌気消化処理条件

を、１０％（Ⅴ／ｖ）高温メタン発酵汚泥、ｐＨ７．０制御、生ゴミ原排水で行なう土と
とした。
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３．２　単相式水素・メタン発酵

検討した生ゴミ排水嫌気消化処理条件を用いて、撹拝型リアクターにて

ｐＨを制御しながら回分培養を行なった。バイアルでの回分培養と同様、培

養初期にＨ２生成がみられ、有機酸の蓄積がみられた（Ｆｉｇ．８）。培養が進む

につれＣＨ．生成が盛んになってきた。３０日間の培養で約２０ｍＭのＨ２、ＭＬＳＳ

減少率５９％を得た。

この撹拝型リアクターを用いた生ゴミ排水の嫌気消化処理過程をみてみ

ると、培養５日目までにＨ２生成及びＭＬＳＳ減少が完了しており、後は蓄

積した有機酸のＣＨ４への変換で、培養３０日目あたりでＣＨ４生成が落ち着

く。嫌気消化処理という点では、この単相式システムは良い系だが、時間

がかかるのが難点である。
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３．３　二相式水素・メタン発酵

実際にこのシステムをマンションなどで実用化する上で、毎日生ゴミ排水が

大量に流出されることを考えると、単相でメタン発酵まで処理するのはどうみ

ても時間がかかりすぎる。そこで、酸及び水素生成段階と後発のメタン生成段

階を別の相にわけて処理する、二相式処理システムを検討した。

３．３．１撹拝型リアクターによる水素発酵

前項同様、撹拝型リアクターで生ゴミ排水の嫌気消化処理を行なった。Ｈ２

生成が頭打ちになる培養４日日に培養液を半量引き抜き、さらに新しい生ゴ

ミ排水を投入し、培養を続けていった。この場合水理学的滞留時間（ＨＲＴ‥Ｈｙ

Ｒｅｔ、ｅｎｔｉｏｎ Ｔｉｍｅ）は８日となり、８日で全量入れ替えることになる。この半

連続培養ではＨ２のみを回収したいのでＣＨ４生成を阻害するＥｒＢＳ（２－

Ｂｒｏｍｏｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ）を所々添加した。処理を高速化するため、引き

抜き間隔を３日おき及び２日おきにしたところ（ＨＲＴ＝６（ｄ）、４（ｄ））、有機酸

の蓄積がみられた（Ｆｉｇ・９ａ）０さらに引き抜き間隔を１日おき（ＨＲＴ＝２（ｄ））まで

短くしたところ、ＭＬＳＳ量が大きくなり、処理の限界をみた（Ｆｉｇ．９ｂ）。

このＨＲＴの変化に伴う生ゴミ排水の嫌気消化過程の挙動をＦｉｇ．１０にまと

めた０やはり処理時間が長い（ＨＲＴ大）方がＭＬＳＳ量は小さいが、しかし

ＨＲＴ＝２ｄでも１０ｍＭ前後のＨ２生成があり、ＭＬＳＳの減少率も約４０％あっ

た。よって摸拝型リアクターによる半連続水素発酵は２日で処理できること
がわかった。
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３．３．２固定床型リアクターによるメタン発酵

次に、前項の水素発酵における培養上清を基質として、筒型のリアクターに

ポリプロピレン－セラミックス混成担体を設置した固定床型リアクターによる

連続メタン発酵を行なった。希釈率０．５（／ｄ）で徐々に有機物貞加速度（ＯＬＲ：

ＯｒｇａｎｉｃＬｏａｄｉｎｇＲａｔｅ）を上げると、それにあわせてＣＨ．生成速度も上昇した。

ＯＬＲ２・１７（ｇ／１）で約１４０（ｍｍｏＵｌ／ｄ）のＣＨ．生成が得られ、ＴＯＣ除去率も約９０％

を維持した０この時ＣＨ．収率は８８・７％（ｇ－ＣＣＨ．／ｇ－ＣＯｎＳｕｍＰｔｉｏｎＴＯＣ）であ

った。

またＯＬＲとＣＨ．生成速度、ＴＯＣ除去率の関係をＦｉｇ．１２にまとめた。負荷を

上げても高ＣＨ．生成速度、高ＴＯＣ除去率が得られたが、ＯＬＲ２．６（ｇＴＯＣ／１／ｄ）

になると逆に速度は蒔ち、ＴＯＣ除去もあまりみられなくなった。このことから、

連続メタン発酵は有機物負荷速度２．２（ｇＴＯＣ／１／ｄ）付近で行なうと高速処理が
可能であることがわかった。

３．３．３二相式生ゴミ処理の有用性

生ゴミ処理システムとして、単相式と、二相式を比較してみた（Ｔａｂｌｅ４）。生ゴ

ミ１ｇあた、りからのＨ２生成量は単相式が多いものの、生成速度としては二相式

が速い。また、二相式ではＣＨ．生成量も生成速度も単相式を上回っている。ＭＬＳＳ

減少は単相式がやや上ではあるものの、二相式では８５％の高いＴＯＣ除去が得

られた。全体としての処理日数も、単相式にくらづはるかに短縮できる。実際

のマンションなどに設置して、家庭からの生ゴミ排水を処理していくには、こ

の二相式水素・メタン発酵システムが有効であると考えられる。
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Ｔａｂｌｅ４生ゴミ処理における単軸式と二相式の比較

単相式 ニ相式
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ＣＨ４生成速度
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３．５ 消化汚泥中の微生物群集解析

嫌気消化過程における培養液の微生物組成をＤＧＧＥにより解析した０本項

では二相式システムの水素発酵リアクターに別ナる培養液サンプルを用いた

解析を報告する。

ＤＯＧＥ泳動写真（Ｆｉｇ・１２）において、ひとつひとつのバンドが同一微生物種

を表す。培養開始時、各ＨＲＴでの微生物相の変化をみてみると、まず培養

開始時には単純だつたバンドが培養開始後、複雑になっている０また各血Ｔ

に常に同位置に存在するバンドもあれば、培養が進むにつれて消えていくも

の、逆に現れてくるものもあった。ＨＲＴが小さくなるにフれ、Ｈ２生成が抑

制され、またＭＬＳＳ量の上昇もみられたことから、これらが生ゴミ固形分

の加水分解に関与している微生物種であると予測できる０

今回は水素発酵段階での微生物相をみたが、今後二相目のメタン発酵リア

クターでの微生物相の変化をみる必要がある０
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椚ｇ．１３、水素発酵過程における微生物相の変化
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４．総括

生ゴミ排水の嫌気消化処理過程において、まず水素生成及び酸生成がおこ

り、つづいて有機酸のメタンへの変換がおこった０これは一般に有機物を豊

富に含む基質の嫌気消化によくみられる傾向で、特に生ゴミ排永曲水分解

菌が資化しやすい固形分を多く含んでいるため、その傾向が著しく現れた。

しかしメタン生成菌の生軸遅いため、メタンへの変換に至までに時間がか

かる。そこで本研究では加水分解段階とメタンへの変換段階を別々の系にし

た、二相式の水素・メタン発酵システムを検討した０

一相目の摸拝型リアク．ターを用いた車連続永素発酵で臥高Ｈ２生成およ

び肌ＳＳ減少は保持しつつ、滞留時間を短くして処理の高速化を図った０

滞留時削日で約１０ｍＭのＨ２、約鵬のＭＬＳＳ減少率を得ることができ

た。さらに二相目の達続メタン発酵で臥一相目の培養上清を、有機物負荷

速度２．２（ｇＴＯＣ／Ｖｄ）でそのまま流入し、処理したところ、約１４０（ｍｍｏＶＶｄ）

のメタン生成速度が得られたｏＴＯＣ′除去率も約９０舵、高い処理効率を得

ることができた。

以上のことから、毎日家庭から排出される生ゴミ排水を処理し、有用なエ

ネルギーを取り出すに臥二相式水素・メタン発酵システムが有効であるこ

とがわかった。今後さらに各リアクターの容積や高速処理がどこまで可能か、

などを検討していく必要がある０将来マンションなどに設置された場合の配

管のつまりや悪臭対策など、実用化に向けた検討もさらに必要である０
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