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ショ糖の水素発酵における硫酸塩の影響

―回分実験―

浅野憲哉　長谷川大　松本明人　野池達也

Effect of Sulfate on Hydrogen Fermentation of Sucrose

―In Case of Batch Test―

Kenya ASANO Dai HASEGAWA Akito MATSUMOTO and Tatsuya NOIKE ndTatsuyaNoIKE

Englishabstract･:TheeffectofSO4210nhydrogenfementationofsucrosewasinvestigatedusingbatch
experimentsat35℃ inthisstudy･Thehydrogenproducingmicroflorawasisolated丘omsoybeanS,sakeleesand

yogurt･Sucrosewasprovidedat18000mgn(20000ppmasoxygendemand)ascarbonsource.Theconcentration

ofSO42-waschangedBom100to10000ppm･ThehydrogenproductionwasnotaffectedinS042lrangeof100to

1700ppmbut3000to10000ppm･TheVFAproductionandCODremovalwasaffectedclearlyinSO42-rangeof
5000tolOOOOppm二･
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1.序 論

近年,地球温暖化対策や化石燃料消費量節約の技

術開発の必要性が深刻になってきている.水素は燃

焼に際して二酸化炭索を排出せずクリーンなエネル

ギー鯨であるほか.そのまま燃料屯池に利用できる

などの利点がある l).このため,水封の生産方法,

分離方法および貯蔵方法として,様ざまな研究が行

われている))2).

水素の微生物による生血方法には.光合成細路に

よるものと非光合成細仏によるものがある.非光合

成細菌群による方法には,辿統した水糸生血が可能

であるという利点がある.嫌銭性非光合成細踏細菌

群はシロアリ,大豆,消化汚泥および汚泥コンポス

トなどから分離されており3).それらを用いた水素

発酵は,グルコース,シュークロース (ショ糖),セ

ルロースなどを対象に研究されている.有機性廃棄

物である rおから｣や,製麺工脇排水などから水素
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生成が確認された研究報告もあるが 4),そうした基

質には一般に硫酸塩が大量に含まれる.廃水中に硫

酸塩が高濃度に含まれる場合,水素資化性硫酸塩還

元細菌の働きにより水素生成が阻害される可能性が

ある.

硫酸塩還元細菌は,水素や酢酸をめぐりメタン生

成細路と統合するが,炭水化物をめぐり酸生成細菌

とも統合する.5)また,硫酸塩の還元により生成さ

れる硫化水軌も 流出水の水質の悪化,設備の腐食

および細菌の活性阻害などを引き起こすことが知ら

れている.しかし,水素発酵における硫酸塩還元細

菌の影響については今のところあまり研究がなされ

ていない･本研究では,水素発酵における硫酸塩還

元細菌の影響を回分実験により調査した.

2.実験方法

2-1水素生成細菌叢の分離方法

回分実験の種汚泥には,著者らが食品等より分離

した水素生成細菌叢を用いた.細菌叢の分離方法の

概念図を,図1に示す.まず,大豆,酒かすおよび

ヨーグル トをペースト状にした後混合し,グルコー

スを10000mg/1含む水道水を添加して再度混合し,
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図 1 水素生成細菌叢の分離方法

35℃にて数日間培養し,大きな沈殿物を取り除いた

ものを水素生成細菌叢の溶液とした.

2-2種汚泥の馴養方法

前項で述べた手法で得た水素生成細菌叢を,図 2

に示す連続反応槽で馴化し,回分実験の種汚泥とし

た.馴化に用いた基質の組成を表 1に示す.馴化は,

反応槽温度 35℃,流入水の流量をマイクロチューブ

ポンプにより調整し水理学的滞留時間(以下 HRT)10

時間とし,ガス循環投拝方式による完全混合型の条

件で行った.

emqBni

図2 種汚泥馴化用連続反応槽

発生したガスは,メスシリンダーを逆さにしたガ

スホルダー-水上置換法により採取し,毎日ガス発

生速度を測定して定常状態を確認した.液相部は,

反応槽に取り付けたガラス管より採取した.このと

き,反応槽内のpHは5.0-5.5,発生した全てのガス(以

下全ガス)中の水素濃度 40-45%,水素生成速度は約

230ml/h･1であり,基質ショ糖モル数当りの水素収率

は,約 2.1moIH2/moIsucroseであった.

2-3回分実験の方法

2-3-1回分実験の準備

まず,容積約 124mlのガラス製採血管ぴん(以下バイ

アル)に水上置換法によりアルゴンガスを充填し,

表1 基質組成

試 薬 名 濃度(mg/I)

Sucrose

NH4HCO3

K2HPO4

MgC12･6H20 100

FeSO4･7H20 282

Na2CO3･10H20 2500

KI 2.5x1013

coclZ･6H20 2･5×10-3

Mnc12･4日20 2･5×10-3

znc12 0.5×10･3

Na2MoO4･2H20 0･5×10-3

H3BO3 0.5xlO･3

NiCl2･6H20 0･5xlO13

完全に空気を追い出しブチルゴム栓およびアルミシ

ールキャップで密栓した.そこ-,定常状態にある

種汚泥40mlを,バイアル中を大気圧に保ちながら,

ガラスシリンジにより注入した.種汚泥中のショ糖

を完全に消費するために,35℃の恒温槽で授拝しな

がら随時ガラスシリンジにより発生したガスを引き

抜き,ガス発生が停止するまで培養した.その後,

種汚泥の馴化に用いた培地-硫酸カリウムを添加し

た基質 40mlと,pHの急激な低下を防ぐための lN

NaOHl.2mlを注入し,再度恒温水槽-配置し回分実

験開始とした.

} ト

100甲m

図3 回分実験概念図

回分実験の概念図を図3に示す.なお,国分実験は

3回に分けて行い,硫酸カリウムの添加量はそのつ

ど変化させた.試験開始直後のバイアル内液相部の

so42-濃度は,低濃度の実験で 100,700,1200および

1700ppm,中濃度の実験で100,2000および3000ppm,

高濃度の実験で 100,5000および 10000ppmとした.
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ここで,100ppm の濃度が全ての試験区に含まれる

が,これは対照区として設けた.なお,各試験区の

サンプル数は,一つの濃度当り3本用意した.

2-3-2分析項目および分析方法

全ガス生成量および全ガス中の水素濃度は,低濃

皮,中濃度および高濃度の実験で随時測定した.液

相部は,中濃度および高濃度の実験で,実験開始直

後,ガス生成の増加が見られる時点,ガス生成が極

めて大きい時点,ガス生成が概ね減少した時点およ

び実験終了後の5段階に分けて測定した.

ガス発生量はガラスシリンジを用いて測定した.

また,水素ガス濃度は,TCD(ThermalConductivity

Detector)･ガスクロマ トグラフ法 (ShimadzuGC-8A

壁,shimadzuC-RIAクロマ トパック,カラム :ステ

ンレスカラム,担体 :MolecularSieve5A,キャリア

ガス :アルゴンガス,キャリアガス圧力 :1気圧,

カラム温度 :70℃,注入および検出温度 :loo℃,検

出電疏 :80mA)により測定した.液層部は,重クロ

ム酸カリウムによる化学的酸素要求量(以下 COD:

HACH社製coD分析試薬による吸光度法),揮発性

脂肪酸(以下 VFA:FID･ガスクロマ トグラフ法),水

素イオン濃度(以下pH:ガラス電極法)および浮遊物

質の強熱減量(以下VSS:遠心分離法)を測定した6).

CODは,採取した元の CODと,ろ紙(孔径 0.45I上

m)を通過した溶存coDとを分析した.

3.結果と考察

3-1SO｡2~が低濃度の実験

低濃度の実験においてバイアル 1本から発生した,

全ガスおよび水素ガスの平均累積体積の結果を図 4

および図5に示す.いずれの試験区でも,ガス体積

は全ガスで 320-340ml/vial,水素ガスで 160-180

ml/vial程度であり,ガス生成開始時間,最大ガス生

成速度共に変化が見られず,ガス生成は硫酸イオン

による影響をほとんど受けなかった.

3-2SO.2~が中濃度の実験

中濃度のバイアル 1本当り全ガスおよび水素ガス

の平均累積体積の結果を,図6および図7に示す.

ガス体積は全ガスでは対照区の約 180ml/vialと比べ

S04を2000および3000ppm添加したもので 1割程

度少なめの 160ml/Yial前後となっており,水素ガス

では対照区の約 85ml/vialに対して 70ml/vial程度と

なっている.しかし,ガス生成開始時間および最大

ガス生成速度には顕著な変化が見られなかった.こ

れより,ガス生成量が硫酸イオンによる影響を受け
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図4 硫酸イオン濃度と全ガス生成量(低濃度)
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図5 硫酸イオン濃度と水素ガス生成量(低濃度)
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図6 硫酸イオン濃度と全ガス生成量(中濃度)
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図7 硫酸イオン濃度と水素ガス生成量(中濃度)

たことが分かった.
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中濃度の実験における液相部 pHの経時変化を図

8に示す.図6(ガス)と比較するとガス発生速度は,

いずれの試験区でも水素発酵の最適 pH である

5.0-5.5の辺りで最大を示し,ガス発生停止後も緩や

かに低下していた.硫酸イオン濃度の違いによるpH

の変化は見られなかった.

中濃度の実験における VFA の経時変化を,図 9

および図 10に示す.プロピオン酸および iso-酪酸の

発生量は極微量であったため,酢酸とn一酪酸 (以下

酪酸)のみ図示した.一般に単糖類や二糖類を基質

とした水素発酵では,副産物として酢酸あるいは酪

酸が生成されるが,酪酸型の水素発酵のほうが水素

収率がよい.本実験では,ガス生成速度が最大の時

間に酢酸よりも酪酸が多く発生しているため,効率

よく発辞が行われていることがわかる.また,ガス

発生停止後も酢酸発酵が起きていた.

図 11にVSSの経時変化を示す.本研究で用いた

基質には溶解性の有機物しか含まれていないため,

VSSは菌体量とみなすことができる.VSSはいずれ

の試験区でもガス発生開始時が最大となり,その後

徐々に減少している.

COD濃度および溶存coD濃度の経時変化を図12

および図 13に示す.両者ともに,いずれの試験区で

もガス生成とともに減少し,その後ほとんど変化が

見ちれなかった.また,両者ともに 15%程度除去さ

れた.

7
6
5

4

3

(⊥
〓
d

(V
叫
u
J)噸
&
.濫
造

0 50 100 150 200

経過時間(hours)

図8 硫酸イオン濃度と液相pH(中濃度)
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図9 硫酸イオン濃度と酢酸生成量(中濃度)
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図10 硫酸イオン濃度と酪酸生成量(中濃度)
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図11 硫酸イオン濃度とVSS濃度(中濃度)
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図12 硫酸イオン濃度とCOD濃度(中濃度)
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図13 硫酸イオン濃度と溶存coD濃度(中濃度)

中濃度の実験では,ガス生成量は硫酸イオンによ

る影響が多少見られたものの,液相部には顕著な違

いが見られなかった.また,発生ガス中の硫化水素
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濃度は測定することができなかったが,腐乱臭が確

認されたため硫化水素が多少発生していたことがわ

かる.

3-3SO42-が高濃度の実験

高濃度の実験の,全ガスおよび水素ガスの平均累

積体積の結果を図 14および図 15に示す.対照区で

は,ガス体積が約 250ml/vial,水素ガスが約 130

ml/Yialであったのに対し,硫酸イオンを 5000また

は10000ppm含む試験区では全ガスが210ml/vial前

後,水素ガスが 100ml/Yial前後であり,水素発酵が

硫酸イオンによる阻害を受けていることがわかる.

また,ガス生成開始時間および最大ガス生成速度は,

対照区と比較して硫酸イオン添加区で遅延および低

下が起きた.

高濃度実験のpHの経時変化を図 16に示す.中濃

度実験と同様にガス発生速度は,いずれの試験区で

も水素発酵の最適pHである5.0･5.5の辺りで最大を

示し,ガス発生停止後も緩やかに低下した.しかし,

硫酸イオン添加区でpHの低下が抑制された.

高濃度の実験におけるVFAの経時変化を,図 17

および図 18に示す.中濃度と同様に,ガス生成速度

が最大の時間に酢酸よりも酪酸生成が卓越している

ため,効率よく発酵が行われていることがわかる.

しかし,ガス発生停止後の酢酸発酵が,硫酸イオン

添加区では著しく阻害されていた.
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図 14 硫酸イオン濃度と全ガス生成量(高濃度)
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図15 硫酸イオン濃度と水素ガス生成量(高濃度)
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図 16 硫酸イオン濃度と液相pH(高濃度)
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図 17 硫酸イオン濃度と酢酸生成量(高濃度)
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図 18 硫酸イオン濃度と酪酸生成量(高濃度)
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図 19 硫酸イオン濃度とVSS濃度(高濃度)
図 19にVSSの経時変化を示す.VSSは中濃度と

同様に,ガス発生開始時が最大となり,その後徐々

に減少したことがわかる.
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COD濃度および溶存coD濃度の経時変化を図20

および図21に示す.中濃度の場合と異なり,対照区

との差が顕著に表れた.また,coDの除去率は両者

ともに 10%程度であった.

高濃度の実験では,ガス生成量と液相部で共に硫

酸イオンによる影響が顕著に現れた.しかし,この

場合は電解質を高濃度に含むため,水素発酵の阻害

の原因が硫酸塩還元によるもののみならず,浸透圧

も少なからず影響していたと考えられる.
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図20 硫酸イオン濃度とCOD濃度(高濃度)

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
lU
0
0

9
8
7
6
LL'
4
3
2
1
0

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

(v
a
E
)地
境
Q
O
O
壮
快

0 50 100 150
経過時間(hours)

図21 硫酸イオン濃度と溶存coD濃度(高濃度)
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