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第５章 乳酸発酵および水素発酵の競合実験 

5-1 概説 

 昨年度に異なる 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とが示された。そこで本章では、水素生成汚泥に対し

て、乳酸や乳酸生成汚泥を混合することにより、水素生成特性の変化を把握し、乳酸発酵

および水素発酵の競合関係をモデル化することを試みる。 

 

5-2 実験方法 

 競合実験回分式条件を表 5.1 にまとめて示す。異なる混合条件下での回分式実験を行い、

水素生成特性を比較した。乳酸発酵液は、これまでの実験と同様に、pH 5.5 および 55℃の

条件下での連続運転から得た。有効容積 1 L の反応器を用いて、最初に B. coagulans を植種

し、グルコース（25 g/L）、ポリペプトン（2.5 g/L）および yeast extract（2.5 g/L）を含む基

質 0.3 L を 48 時間ごとに投入した。この条件は、B. coagulans による L-乳酸発酵が安定して

進行する条件である (Akao et al., 2007a; 2007b; Hidaka et al., 2010)。「乳酸発酵液」には、B. 

coagulans に加えて、乳酸および B. coagulans が生成した抗菌物質が含まれている。「乳酸発

酵ろ液」は、遠心分離および孔径 0.45 μm のろ紙によるろ過で得ており、乳酸および抗菌

物質は含まれるものの、B. coagulans 自体は含まれていない。「水素発酵液」は、別の pH 5.5

および 55℃の条件下での連続運転から得た。本報告書の第４章の実験（Run A）で、最も水

素が生成した Run A2 の汚泥を元に、同様の基質にて同様の半連続培養を行った。いずれの

連続培養も 60 日間以上安定して運転した。Run B では、水素発酵汚泥の濃度が水素生成に

及ぼす影響を評価した。Run C では、乳酸発酵液と水素発酵液の競合関係を評価した。Run 

D では、乳酸濃度の影響を評価した。Run D1、D2 および D3 では、最初にだけ乳酸を添加

した。添加乳酸濃度は、それぞれ Run C1、C2 および C3 の初期乳酸濃度に合わせている。

Run D4 では、乳酸 3.6 g/L を 0 h に、ならびに 4 g/L を 11、13 および 16 h に添加した。これ

は、Run C2 における乳酸生成特性に合わせている。Run E では、乳酸および抗菌物質の影

響を評価した。これらの実験では、発酵液などに加えて、グルコース（25 g/L）、ポリペプ

トン（2.5 g/L）および yeast extract（2.5 g/L）を含む基質 0.7 L を混合し、最終的には 1 L に

して、48 時間の回分式実験を pH 5.5 および 55℃の条件下で行った。 
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表 5.1 競合実験条件 

No. 乳酸発酵液 (mL) 
乳酸発酵ろ液 

(mL) 
水素発酵液 (mL) 乳酸添加 (g/L) 

B1 − − 75 − 

B2 − − 150 − 

B3 − − 225 − 

C1 225 − 75 (含有)
 a
 

C2 150 − 150 (含有)
 a
 

C3 75 − 225 (含有)
 a
 

D1 − − 75 5.4
 b
 

D2 − − 150 3.6
 b
 

D3 − − 225 1.8
 b
 

D4 − − 150 3.6 + 4 + 4 + 4
 c
 

E1 − 225 75 (含有)
 d
 

E2 − 150 150 (含有)
 d
 

E3 − 75 225 (含有)
 d
 

a乳酸は、最初の乳酸発酵液に含まれていた 

b
0 h に添加 

c
 3.6 g/L を 0 h に添加、4 g/L を 11、13 および 16 h に添加 (合計 15.6 g/L) 

d
 乳酸は、最初の乳酸発酵ろ液に含まれていた 

 

5-3 実験結果 

 Run B での水素生成結果を図 5.1 にまとめて示す。15 時間後の水素生成量は、初期の水素

発酵汚泥の濃度によって異なっていたものの、48 時間後にはいずれも 600 mL 程度の水素が

生成し、これは昨年度の Run A2 と同程度であった。水素生成量に大きな差がなかったこと

は、これらの条件下では初期菌濃度の影響が無視できることを意味する。Run C での水素生

成結果を図 5.2 にまとめて示す。Run C1、C2 および C3 で水素生成量は 150～180 mL まで

減少し、主たる生成物は乳酸であった。Run C では、乳酸、B. coagulans および B. coagulans

が生産する抗菌物質が含まれた条件下での発酵であり、水素生成減少の主たる要因がどれ

かは不明である。そこで、この点を評価するために、乳酸のみを添加した Run D、および乳

酸、および B. coagulans が生産する抗菌物質が含まれた発酵ろ液を添加した Run E を設定
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した。Run D での水素生成結果を図 5.3 に、Run E での水素生成結果を図 5.4 にまとめて示

す。いずれも水素生成量は Run B に比して減少したものの、Run C ほどではなかった。 

 各影響因子についての結果を図 5.5 にまとめて示す。Run B での水素生成量が最も多く、

Run C では最も少なかった。Run E では Run D よりも水素生成量が減少した。Run C と Run 

E の違いは、B. coagulans 自身および Run C で生成された抗菌物質が原因である。これら

より、水素生成は、乳酸により阻害され、また B. coagulans が生成する抗菌物質にも阻害

されることが分かる。 
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図 5.1 Run B での水素生成結果 
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図 5.2 Run C での水素生成結果 
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図 5.3 Run D での水素生成結果 
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図 5.4 Run E での水素生成結果 
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図 5.5 各影響因子についての水素生成結果 

 

5-4 数理モデルの開発 

 水素発酵および乳酸発酵の競合関係の数理モデル化を試みた。ここでは、Hidaka et al. 

（2010）の乳酸発酵モデルを基本として、水素菌による水素発酵の基質阻害が、B.coagulans

による乳酸発酵と同様に Haldane モデルを用いて表すことができ、また乳酸阻害の阻害形式

は非拮抗阻害型を用いて表すことができるとした。数理モデルの概念図を図 5.6 に、用いた

記号の一覧を表 5.2 に、設定したパラメータ一覧を表 5.3 に、反応速度式を表 5.4 に、物質

収支式を表 5.5 に示す。乳酸の分解による水素や他の有機酸の生成は考慮していない。ギ酸

および水素は同一の状態変数として扱った（野池ら, 2009）。ここで、K3、KEIh2、γL、γbu

およびγacは、Run B の結果を参考にして求めた値、その他のパラメータは乳酸発酵と同じ

値を用いた。物質収支は COD を基準としたので、酪酸、酢酸および水素の収支式において

は、1 mol あたりの COD 量を換算する係数が必要である。 
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図 5.6 競合試験の概念図 

 

表 5.2 用いた記号の一覧 

R1 gCOD/L/hr B.coagulans によるグルコース分解速度 

R2 gCOD/L/hr B.coagulans の死滅、分解速度 

R3 gCOD/L/hr 水素菌によるグルコース分解速度 

R4 gCOD/L/hr 水素菌の死滅、分解速度 

Sg gCOD/L グルコース濃度 

L gCOD/L 乳酸濃度 

Sac gCOD/L 酢酸濃度 

Sbu gCOD/L 酪酸濃度 

Gh2 mL/L-reactor 水素ガス+蟻酸 

Mh2 gCOD/L 水素菌濃度 

Mb gCOD/L Bacillus coagulans 濃度 

 

 



 

52 

 

表 5.3 モデル式に用いた各パラメータ 

パラメータ 単位 乳酸発酵 水素発酵 

発酵速度定数 1/hr ｋ1 12.8
a)

 ｋ3 8 

発酵菌分解速度定数 1/hr ｋ2 0.01
a)

 ｋ4 0.01 

半飽和定数 gCOD/L KS 3.1
a)

 KSh2 3.1 

グルコース阻害 gCOD/L KES 127
b)

 KESh2 127 

乳酸阻害 gCOD/L KEI 5.11
a)

 KEIh2 0.5 

乳酸蓄積阻害 gCOD/L Lct 40
a)

 − − 

乳酸蓄積阻害 gCOD/L Lmax 87.5
b)

 − − 

水素蓄積阻害 gCOD/L − − Lcth2 40 

水素蓄積阻害 gCOD/L − − Lmaxh2 87.5 

乳酸菌収率 − Y 0.12
a)

 − − 

水素菌収率 − − − Yh2 0.12 

乳酸変換割合 − 1 γL 0.65 

酪酸変換割合 − − − γbu 0.3 

酢酸変換割合 − − − γac 0.05 

a) Hidaka et al. (2010) より b) 本報告書第 4 章より 
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表 5.4 反応速度式 

乳酸発酵 

 b

ctmax

ct

EI

EI

ES
S

11 M
LL

LL
1

LK

K

K
Sg

1SgK

Sg
kR 





























 

   

   ただし、 L‐Lct ＜ 0 の時、|L‐Lct|+ = 0 

        L‐Lct ≧ 0 の時、|L‐Lct|+ = L‐Lct  

Bacillus coagulans 自己分解 

 b22 MkR   

水素発酵 

 h2

cth2maxh2

cth2

EIh2

EIh2

ESh2
Sh2

33 M
LL

LL
1

LK

K

K
Sg

1SgK

Sg
kR 





























 

   (3.1) 

  ただし、 L‐Lcth2 ＜ 0 の時、|L‐Lcth2|+ = 0 

       L‐Lcth2 ≧ 0 の時、|L‐Lcth2|+ = L‐Lcth2  

 

水素発酵菌自己分解 

 h244 MkR   
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表 5.5 物質収支式 

21
b RRY

dt

dM
－  

43h2
h2 RRY

dt

dM
－  

31 RR
dt

dSg
  

L3h21 R)Y1(R)Y1(
dt

dL
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dt

dS
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図 5.7 水素発酵におけるシミュレーション結果と実測値との比較 

 

 これらのモデル式による計算結果と、水素発酵の半連続式実験における実測値との比較

を行った。図 5.7 にその結果を示す。なお、図における Calc.はモデル式による計算値、Exp1
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は発酵開始 144 時間後の測定値、Exp2 は発酵開始 288 時間後の測定値を表している。Exp1

の水素ガスの生成量以外はよく適合していると考えられる。Exp1 の水素ガスの量がモデル

式の計算結果と大きく異なってしまっているが、これは、ガス生成量が少ない段階でガス

パックによる気体の捕集に問題があったためであると考えられる。 

 Run B2、Run C1、Run C2、Run C3、Run D1、Run D2、Run D3 および Run D4 の結果が、

モデル式に適応しているかをシミュレーションした。シミュレーション結果と実測値との

比較を図 5.8 に示す。また、Run D では B.coagulans の 0.001 gCOD/L の混入を仮定した。 

 先ほど述べた水素測定の精度の問題を考慮すると、実測値と計算結果の適合は見られる

と判断でき、Run C においては B.coagulans 培養液添加による水素生成の阻害が再現されて

いる。蟻酸の生成が見られる Run D2 および Run D3 において、実際の水素の生成量がモデ

ル式による計算結果より多くなっている。それは、γL、γbuおよびγLの比を本モデルでは

一定としてあるが、実際は一定ではなく、蟻酸が存在するなどの条件によって異なる可能

性が考えられる。例えばエタノールなどの他の物質が生成している可能性も考えられる。

全体としてはおおむね乳酸および水素の生成状況や二種類の菌群の競合関係を再現できた

と考えられる。世界水協会の ADM1 モデル（Batstone, 2002）での酸発酵の扱いとは異なり、

複数の菌群を考慮しているので、今後異なる特定菌群を定量する技術を開発することで、

より詳細な反応機構の把握が可能になることが期待できる。 
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図 5.8 水素発酵におけるシミュレーション結果と実測値との比較（その１） 
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図 5.8 水素発酵におけるシミュレーション結果と実測値との比較（その２） 
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5-5 まとめ 

 本章では、水素発酵と乳酸発酵の競合関係を、回分式実験により明らかにし、その結果

を基に数理モデルを構築した。水素発酵において乳酸の生成は失敗であり、また乳酸発酵

において意図しない水素が生成すると爆発事故につながる恐れがある。これらの競合関係

を把握することは、酸発酵や水素発酵において、意図する生成物を制御する上で重要であ

ると考えられる。 
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