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第４章 植種汚泥が水素および有機酸発酵に及ぼす影響 

4-1 概説 

 本章では、異なる植種汚泥を用いて、グルコースを基質とした高温酸発酵実験を行う。

そして、各種有機酸や水素の生成量の違いを把握し、あわせて菌相解析を行うことで、酸

発酵生成物が異なる反応機構についての考察を試みる。 

 

4-2 文献考察 

 生ごみやその他炭水化物含有有機性廃棄物からの高温水素発酵の条件としてpH5～6が提

唱されている(Shin et al., 2004; Shin and Youn, 2005; Ueno et al, 2006; Ueno et al, 2007; Akutsu et 

al., 2008; Akutsu et al, 2009; Luo et al., 2010)。また、水素発酵の失敗として、高負荷による乳

酸の蓄積も報告されている(Ueno et al., 2001; Temudo et al., 2007; Liu et al., 2008; Akutsu et al., 

2009)。それに対して、前章で述べたとおり、B. coagulans による光学純度の高い乳酸発酵が、

非滅菌下で可能であり、最適な条件として pH5～6 および 55℃が示されている (Akao et al., 

2007a; 2007b)。同様の報告は他にも見られる(Rosenberg et al., 2005; Michelson et al., 2006; 

Sakai and Ezaki, 2006)。Lee ら(2008)は、pH5.5 で乳酸が生成し水素が生成しなかったのに対

して、pH6 以上では水素が生成したことを、台所の野菜生ごみを基質に生ごみコンポストを

植種した高温発酵で報告している。このように、乳酸発酵と水素発酵は同様の発酵条件下

で競合しており、目的とする生成物にならない可能性がある。しかしながら、生成物を決

定する因子は明確にされていない。 

 

4-3 実験方法 

 表 4.1 に示す 3 種類の種汚泥（X1、X2、および X3）を用いた。X1 は前章と同じ反応器

を用いた実験室での培養汚泥であり、模擬生ごみを基質として pH6.5、温度 55℃で 2 日おき

にリアクターから発酵液を 0.7L 抜いた後にグルコース 25g/L、ポリペプトン 2.5g/L および

Yeast Extract2.5g/L を含む培地を 0.7L 投入し水素発酵を行っている水素菌優占溶液である。

これは、pH6.5 とすることで、水素生成が見られたとの報告(Akao et al., 2007a)に基づいて設

定した条件である。X2 および X3 は、嫌気性消化の実施設から頂いた汚泥である。X2 は畜

産系廃棄物を対象とした中温メタン発酵、X3 は生ごみを基質とした高温メタン発温発酵の

発酵槽からの汚泥である。 

 これらの種汚泥を用いて、表 4.2 に示す条件下で 72 時間の回分式実験を行った。A1 のみ

pH6.5 として、人工生ごみを基質とし、汚泥培養条件と同じ運転を行った。それ以外は、前

章と同様にグルコースを基質とし、pH は 5.5 として、乳酸発酵と水素発酵が競合する条件
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を意図した。A1 および A4 は X1 を種汚泥に用いた。A2 および A3 は、実施設からの汚泥

である X2 および X3 を、それぞれ用いた。基質を加えて最終的には 1 L として、それぞれ

72 時間の回分式培養を、前章と同様の方法で行い、同様の分析を行った。菌相解析も同様

の方法により行った。ただし、pH 制御はより扱いやすい 2N KOH を用いた。本実験では直

接乳酸からポリ乳酸の合成は考えていないので、アンモニアである必要はないと考えたか

らである。水素については、ガスクロマトグラム（GC-14B、島津製作所）を用いて測定し

た。 

 

表 4.1 種汚泥の運転条件 

植種汚泥 基質 温度 pH TS (g/L) 規模 

X1 人工生ごみ 高温 6.5 93 実験室 

X2 畜産廃棄物 中温 制御なし 44 実規模 

X3 生ごみ 高温 制御なし 57 実規模 

 

表 4.2 回分式実験の条件 

Run 植種汚泥 (体積, mL) 基質 温度 pH 

A1 X1 (250) 人工生ごみ 
a
 55°C 6.5 

A2 X2 (300) グルコース主体 
b
 55°C 5.5 

A3 X3 (300) グルコース主体 
b 

55°C 5.5 

A4 X1 (250) グルコース主体 
b
 55°C 5.5 

a
 250 g  

b
 グルコース 25g/L、ポリペプトン 2.5g/L および Yeast Extract2.5g/L を含む培地 

 

4-4 結果および考察 

 実験結果を表 4.3 および図 4.1 にまとめて示す。Run A1 では、発酵の進行が遅く、乳酸の

他にイソ酪酸および蟻酸が多く生成した。最終的な濃度は、イソ酪酸が 9.2g/L、蟻酸が約

6.0g/L であった。また、48 時間後以降に乳酸の減少が見られた。乳酸濃度は最終的に約 16g/L

となった。水素は最終的に約 300mL 生成した。Run A2 では、蟻酸がほとんど生成せず、乳

酸の他に酪酸が多く生成した。酪酸濃度は最終的に約 3.0g/L、乳酸濃度は最終的に約 14g/L

となった。水素の生成量は最も多く、最終的に約 560mL 生成した。Run A3 では、蟻酸がほ

とんど生成せず、乳酸の他に酪酸の生成が見られた。酪酸濃度は最終的に約 6.2g/L、乳酸濃
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度は最終的に約 18g/L となった。そして、水素は最終的に約 340mL 生成した。Run A4 では、

蟻酸や酢酸が生成したものの、水素は生成しなかった。蟻酸および酢酸濃度は最終的にい

ずれも約 4.0g/L となった。乳酸濃度は最終的に約 25g/L となった。 

 

表 4.3 水素生成量の結果 

Run 水素生成量（mL） 

A1 301 

A2 563 

A3 344 

A4 0 
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図 4.1 グルコースおよび有機酸濃度の経時変化 
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 菌相解析の結果を表 4.4 にまとめて示す。種汚泥 X2 を用いた Run A2 では、Bacillus spp.

が 27％検出されたものの、Bacillus coagulans は全く検出されなかった。最も優占していた

のは Clostridiales (クロストリジウム目)で、その中でも Clostridium spp.が最も多かった。種

汚泥 X3 を用いた Run A3 では、Clostridiales (クロストリジウム目 )に属している

Sporanaerobacter acetigenes が優占していることが示された。Clostridium sp.なども検出され

ていたのに対して、Bacillus coagulans はほとんど検出されていない。種汚泥 X1 を用いた

Run A4 では、Bacillus coagulans が 51％を占めていたのに対して、Run A2 および Run A3 で

よく検出された Clostridiales (クロストリジウム目)は全く検出されなかった。その他に、

Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum や Lactobacillus spp.も検出された。種汚泥の培

養時は pH6.5 としていたので、前章の培養のように、Bacillus coagulans がほとんど 100％を

占めるという結果にはならなかったものの、多数を占めていたことから、pH5.5 に培養条件

を変更すると、Bacillus coagulans による乳酸発酵が進み、他の菌群の活性が抑制され、水素

ガスはほとんど生成しない結果になったものと考えられる。 

これらは、処理結果の違いに合致する菌相であると考えられる。同じ基質を用いて同じ

pH や温度条件下で培養しても、菌相が異なると、少なくとも有機酸発酵の最初の段階では

生成物が異なることが示された。有機酸生成をモデル化する際に、熱力学的な考察

（Rodríguez ら, 2008）は重要であるものの、乳酸の光学異性体を区別することができない。

ADM1（Batstone ら, 2002）の酸生成細菌の扱いを発展させ、菌相の違いおよびそれぞれの

反応速度や阻害影響などをあわせて考慮することで、水素や各種有機酸の生成をより精度

よく予測できるモデルが開発できるものと考えられる。 

 

4-5 まとめ 

 3 種類の異なる種汚泥を用いて、基質、pH および温度条件を同じにした回分式培養実験

を行ったところ、有機酸および水素生成特性はそれぞれ異なっており、菌相もそれに合致

して異なっていた。これらの結果より、菌相の違いおよびそれぞれの反応速度や阻害影響

などをあわせて考慮することで、水素や各種有機酸の生成をより精度よく予測できるモデ

ルが開発できるものと考えられた。 
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表 4.4 菌相解析の結果 

Phylum 

（門） 

Order 

（目） 

Family 

（科） 

Species 

（種） 

平均 

相同 

性 

(%) 

占有率(%) 

A2 A3 A4 

Firmicut

es 

Bacillale

s 

Bacillaceae Bacillus coagulans 99 
 

1 51 

Bacillus spp. 97 27 7 21 

[others]  
 

1 
  

Clostridi

ales 

Clostridiaceae Sporanaerobacter acetigenes 97 3 77 
 

Clostridium spp. 94 45 10 
 

[others] 
 

23 5 
 

Thermoa

naeroba

cterales 

 Thermoanaerobacterium 

thermosaccharolyticum 98 
  

11 

Lactoba

cillales 

Lactobacillace

ae 

Lactobacillus spp. 99 
  

7 

[others] 
   

4 

Proteob

acteria 

Burkhol

deriales 

Comamonadac

eae 

Comamonas testosteroni 
99 

  
2 

Pseudom

onadales 

Moraxellaceae Acinetobacter sp. 
97 

  
1 

Uncertain 
 

3 1 
 

分析クローン数 
 

92 96 94 
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