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高濃度易分解有機性廃水の水素発酵に及ぼす硫酸塩および塩分の影響

浅野憲哉　山浦修一　金田幸太　長谷川大　松本明人　水野修　野池達也

Effect of Salinity and Sulfate on Hydrogen Fermentation of 

Concentrated Degradable Wastewater

Kenya ASANO Shyuichi YAMAURA Kouta KANADA

Masaru HASEGAWA Akito MATSUMOTO Osamu MIZUNO and Tatsuya NOIKE

Inthisstudy,Salinityandsulfatetoleranceofhydrogenproducingmicrobial-florawastestedto

investigatecharacteristicsofhydrogenfermentationbasically.ResultsfromaCSTR(HRT10hours,influent

sucroseCOD20,000mg/1,35℃)testofsalinity,hydrogenicfermentationwasaffectedbysalmityandwas

stoppedcompletelyat2.5%ofNaCIconcentration.Assalinityincrease,theCODremovalemciencywasalso

decreasedandwashoutofsucrosewasincreased.ResultsfrombatchandCSTR(HRT10hours,influent

COD20,000mg/1,20℃ and35℃,respectively)testsofsulfate,apparentinhibitionwasnotobservedand

su岨dewasnotdetectedevenatSO42-content3,000mg/1inbothcases.
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1.序 論

1-1エネルギー問題 -

人口の増加,都市の巨大化およびエネルギーの大

量消費など,人類環境は大きな影響を受けて今 日に

至っている.これ程の資源 ･エネルギー消費量の増

大は,地球の歴史上かつて例をみないものである.

また,石油,天然ガスおよび石炭等の化石燃料の可

採年数には限 りがあるのにも関わらず,既存の化石

燃料に代替するエネルギー源は現在のところほとん

ど考えられないのが実状である.

微生物を利用 した有機性廃棄物からの水素生産

は,これ らの対策の一つとして期待されている.ま

た,メタンなどと比べ,水素は燃焼の際に二酸化炭

素を排出せず,航空燃料や燃料電池など,利用価値
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が高いという利点がある.

ト2 水素発酵の概要 1)

水素発酵は,嫌気性条件下で水素生成細菌群がニ

トロゲナーゼやヒドロゲナーゼの働きによって,グ

ルコースなどの有機物を水素と二酸化炭素と揮発性

脂肪酸とに分解 して微生物の生活活動に必要なエネ

ルギーを得ることである.このとき,水素資化性細

菌群が共生していない場合には,水素はガスとして

放出される.水素発生の機構は,基本的には解糖系

で生じた還元力 NADH をフェレドキシン,ヒドロ

ゲナーゼを介して生成する系 (2モル生成)と,坐

じたピルビン酸を酸化 して生 じた還元型フェレドキ

シンをヒドロゲナーゼを介して生成する系 (2モル

生成)がある.

水素発生能を有する細菌の種類は多いが,水素発

生の研究に使用されているのは主に嫌気性細菌であ

るClostridium属の細菌であるが,ヒドロゲナーゼ

により水素を生産する.これ らの細菌はグルコース

などの有機物をよく資化 し,水素発生速度も高い.

しかし,光合成細菌とは異なり生育に必要なエネル

ギーおよび還元力双方をすべて有機物に依存するた

め,基質を完全に水素に変換できず,水素のほかに

嫌気性代謝の最終産物である有機酸も生成する.

clostridium 属ではグルコースを基質にした場合,
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次式に示すように,理論的にはlmol当た り4mol

の水素発生が可能である.

C6H1206+2H20 -→ 4H2+2CH3COOH+2CO2

2H2++2e~+4ATP - H2+4ADP+4Pi

ニ トロゲナーゼによる水素発生の場合,グルコー

スlmol当た り0.5molの水素が理論収量であるが,

その反応は,ATPを必要とし,a.klebsl'ellaなどで

は嫌気発酵におけるATP生産量は少ないため,基質

当た りの水素発生量は少ない.

高分子有機物の加水分解で生成された単糖やアミ

ノ酸などは嫌気性細菌によって発酵分解される.酸

生成過程には様々な代謝機能を有する多様な細菌が

関与している.グルコースの発酵分解をみても,最

終発酵産物は酢酸,酪酸,乳酸,コハク酸,エタノ

ール,ブタノール,アセ トンなどと多様で,細菌の

種類によって発酵の様式は異なる.また,同じ細菌

でも生育条件によって異なった発酵産物を生成した

り,別種の細菌が異なった発酵反応で同じ発酵産物

を生成 した りする.発酵産物は通常その細菌がそれ

以上分解できない物質であり,上記の物質のほかに

C02や H2も発酵産物として生成される.

水素発酵には細菌叢を用いる方法と単離した微生

物を用いる二つの方法がある.いずれも有機物の嫌

気分解過程において生ずる余剰電子のはけ口として,

水素が生成すると考えられるが,細菌叢を用いた場

合では複雑な微生物群によって行われるメタン発酵

やルーメン発酵などの発酵初期産物または中間体と

して水素を回収できないかという考え方で,単離菌

法においては一種または数種の微生物群によって有

機物を嫌気分解 して有機酸などを生産する際,同時

に生成する余剰電子を水素として回収する方法であ

る.

Taguclli,F.らは,グルコースからデンプンまでの

いろいろな糖類を用いてAM21B棟菌の水素発生能

を検討 した.AM21B株菌は,-キソースやペン ト

ースなどのいろいろな糖から水素を生成する潜在能

力があることを示 した.具体的には,-キソースの

単糖 (グルコース,ガラクトース),2糖 (スクロー

ス,ラク トース,セロビオース),及び多糖 (スター

チ),さらにペン トース (アラビノース,キシロース)

をも水素に変換できる.この中で特に重要なことは,

AM21B 株菌がアラビノースやキシロースなどのペ

ン トース,及びセロビオースとスターチを水素発酵

の基質として使えることで,将来- ミセルロースや

セルロースなどからなる植物性廃棄物をAM21B棟

菌単独で水素に変換できる可能性を示唆 している.

ト3 塩分および硫酸塩に関する知見 2)-4)

有機性廃水を発酵 ･嫌気性消化等の生物処理するに

当たって,問題 となるのは塩分や硫酸塩による生物

活性の阻害である.McCartyらの研究によれば,ナ

トリウムイオンやカリウムイオンはメタン発酵に対

して強力な阻害効果を示した.しかしながら,絶対

嫌気性のメタン生成細菌にも好塩性の株が兄いださ

れてきた.微生物が高濃度の塩環境で増殖できるた

めには,まずその環境下で細胞内の溶質濃度が外界

の濃度に適合するように調節されなければならない.

すなわち,浸透圧調節が必要である.このような細

胞内溶質濃度の調節は,好塩細菌に限らず増殖に塩

類を特に必要としない非好塩細菌においても必要で

ある.非好塩細菌の中には,高濃度塩類存在下でも

増殖できるいわゆる耐塩細菌が多く存在し,耐塩性

の上限は浸透圧調節能力と関係 している.通常の培

地 (食塩濃度として約 150mM)で培養した場合の

細胞内カリウムイオン濃度を比較すると,グラム陰

性細菌は約 230mM であるのに,グラム陽性細菌は

約 600mM とかなり高い値を示す.このことは,グ

ラム陽性細菌がグラム陰性細菌より耐塩性が高いの

と関係があり,一般的に細胞内に高濃度のカ リウム

イオンを蓄積する能力のある細菌は高濃度の塩類存

在下で増殖できる.培地の浸透圧を高くすると,脱

水作用によって細胞内溶質濃度は上昇するが,カリ

ウムイオンの過度の蓄積は細胞内代謝活性に悪影響

を及ぼすことになる.

有機性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,水素資化性の硫酸塩還元

反応は,次式のとおりである.

4H2+SO42-+H+ - HS-+4H20

』GO=･153kJ/mol

硫酸塩,硫化物およびチオ硫酸は,ある種の製造工

程においてさまざまな形態で用いられており,その

工程の廃水に含まれてくる.CODと硫酸塩の両者が

ともに高濃度の廃水を発生する製造工程として,糖

蜜発酵,パルプ･紙製造,石油精製(その中の酸廃水),

クエン酸およびパーム油製造,アルコール蒸留,醍

母合成剤製造,グルタミン酸ナ トリウム製造などが

あげられる.硫化水素は悪臭があり,金属を腐食し,

水に可溶性である.硫化水素は比較的低濃度でもほ

とんど全ての細菌に対して毒性を示し,人体に対し

ては致命的な毒性を有 し,わずか 800-1,000ppm

のガス相濃度でも 30分以内に死亡させてしまう.

さらに高濃度になると即死にいたる.
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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.

以上のことから本研究では,水素発酵における塩分

および硫酸塩の影響を調査した.

2.実験方法

211塩分濃度の実験装置および条件 5)-8)

塩分濃度の影響を調べるために用いた種汚泥は,

水素爆発を起こした大豆サイロより採取した細菌叢

を東北大学大学院工学研究科土木工学専攻環境保全

工学研究室で長年馴養 してきたものである.この種

汚泥は,ショ糖を20,000mg/1含む基質で中温(35℃),

水理学的滞留時間(以下 HRT)10時間で連続培養 し

たところ,約 2年間にわた り水素ガスを 35-40%含

むガスを,600-700mla の速度で発生 し続けたもの

である.

今回の実験では表 1に示す,炭素源としてショ糖

18,000mgyl (CODc･,20,000ppm)を含む人口廃水を

基質として用いた.基質の NaCl濃度は,0,0.3,

0.6,0.9,1.2,1.5,2.0,2.5%と,ガス発生速度が

安定するごとに段階的に添加量を増加 させた.なお,

基質中には栄養塩,微畳元素および pH緩衝剤が含

まれるため,添加 した NaCl濃度が0%のときでも,

約0.3%相当の電解質を含んでいた.

表 1 基質組成

試 薬 名 濃度(mg/～
Sucrose 18,000

NH4HCO3 3,800

K2HPO4 130

MgCt2･6H20 100

FeSO4･7H20 282

Na2CO3･10H20 2,500

微量金属類 微量

本研究に用いた反応装置の模式図を図 1に示す.

反応槽には外気を遮断した容量 11の･三角フラスコ

を用いて,ガスポンプによりガス循環 して連続投拝

し,インキュベーター内で 37℃の中温域に保持し,

連続実験した.HRTはマイクロチューブポンプによ

り 10時間に設定した.基質タンクは,冷却器によ

り水温を4℃以下に保持 した水槽内で,マグネチッ

クスターラーにより成分が均一になるように授拝し

続けた.発生したガスは,メスシリンダーを逆さに

したガスホルダーに水上置換法で捕集 した.このと

き,メスシリンダーは二酸化炭素の溶出を防ぐため

マイクロチューブ ガスポンプ
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に硫酸によりpHを1以下に調整 した飽和食塩水に

沈めた.サンプリングポー トは,反応槽に取 り付け

た汚泥用のものと,ガス循環用チューブに取 り付け

た発生ガス用のものとを用意 した.

ガス生成速度は 1時間あた りの捕集ガス増加体

積を読み,測定した.ガス組成は TCD (Thermal

ConductivityDetector)-ガスクロマ トグラフ津

(ShimadzuGC･8A,ShimadzuC･R6Aクロマ トパ

ック)により水素ガス濃度 (カラム :ステンレスカ

ラム,担体 :活性炭充てん,キャリアガス :窒素ガ

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℃,検出電圧 :80mA),

二酸化炭素およびメタンガス濃度 (カラム :ステン

レスカラム,担体 :活性炭充てん,キャリアガス :

- リウムガス,キャリアガス圧力 :0.8気圧,カラ

ム温度 :70℃,注入および検出温度 :loo℃,検出

電圧 :80mA)を測定した.

ガス発生速度が安定 したところで反応槽の汚泥

を引き抜き,ポアサイズ 0.45JJmのろ紙でろ過 した

水溶性成分について,CODcr(StandardMethods),

たん白質(牛血清アルブミンを標準としたLowry法),

炭水化物(グルコースを標準としたフェノール硫酸

法)の濃度を測定した.蛋白質濃度は汚泥をろ過 しな

いものの濃度も測定 した.

菌体量の指標として,VSS (揮発性懸濁固形物),

DNA･RNA (デオキシリボ核酸,リボ核酸),ATP

(アデノシン三リン酸)およびたんぱく質量などが

あげられるが,本研究ではたんぱく質を含まない人

工基質を用いたため,汚泥をろ過 しないときの試料

のたんぱく質濃度とろ過 したときのたんぱく質濃度

差である懸濁たんぱく質量を菌体量とした.

2-2 硫酸塩濃度の実験装置および条件 5)~8)

2-2-1回分実験

図2に回分実験概要図を示す.回分実験の種汚泥
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には,乳酸菌飲料,きな粉および酒かすを混合した

ものを塩分濃度の実験で用いたものと同様にショ糖

(18,000mg/1)で信州大学工学部にて馴養 し,得られ

た水素生成細菌群を使用 した.種汚泥 30mlを

100mlのガラス製の血清瓶に,窒素曝気 しながら注

入した.嫌気条件にするため,その後 1分間窒素曝

気を続け,速やかにブチルゴム栓とアル ミニウムキ

ャップにより封印した.その後振とう培養槽で水温

37℃,振とう数 90spm のもと振とう培養 し,発生

したガスを採取 し,残留している基質を消費させた.

ガス発生が停止 したのを確認 し,各試験区に硫酸

塩を0,1000,2000および3000mg/1添加 した人口廃

水を 30mlづつ注入 した.その後同じ温度と振とう

数で培養 しっづけ,数時間おきに発生 したガスを採

取し,ガス生成量および組成を調べた.

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(ThermalーConductivity

Detector)一ガスク ロマ トグラフ法 (Shimadzu

GC･8A型,ShimadzuC･RIAクロマ トパック,カ

ラム:ステンレスカラム,担体:MoleclllarSieve5A,

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℃,検出電圧 :80mA)により測定した.ガス発

生が停止 した後,液層部のCODc.(HACH社製 COD

分析試薬による吸光度法),揮発性脂肪酸(以下VFA)

および pHを測定した.

2-2-2連続実験

硫酸塩の影響を調べるための連続実験に用いた装

置を図 3に示す.本実験に用いた種汚泥は,回分実

験と同じものである.連続実験は反応槽に外気を遮

断した 800mlのガラスフラスコを用い,断続的にガ

ス授拝 し,反応槽の温度を 20℃または 35℃に保っ

た.基質は塩分濃度の実験と同様に,表 1のとおり

栄養塩類,微量元素および炭素源のショ糖を含む合

成培地を用いた.流入水はマイクロチューブポンプ

により流入 し,滞留時間が 10時間になるように流

量を調整 した.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に水上置換法で捕集 し,ガ

ス生成量を測定した.発生したガスの硫化水素濃度

を,検知管法により測定した.水素ガス濃度,CODcr

および pHは回分実験 とじ手法により測定した.

3.結果と考察

3-1塩分濃度の影響

図4に塩化ナ トリウム濃度を上昇させたときの全

effluent

図 3 連続実験装置(硫酸塩)
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図 4 塩分濃度とガス発生

体のガス発生速度および水素,二酸化炭素,メタン

ガスの発生速度の変化を示 した.全ガス,水素およ

び二酸化炭素発生速度は,食塩濃度が 0%のときは

それぞれ約 720,300,420ml/h･1であったが,食塩

濃度の上昇とともに徐々に減少していき,食塩濃度

2.0%のときはそれぞれ約 530,210,320ml仙･1と

なり,この濃度までは水素発酵が可能であった.普
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た,水素ガス濃度 と二酸化炭素濃度 との比はほぼ

2:3で一定してお り,これ ら二つのガスの占める割

合がほぼ 99%以上であり,メタンガス濃度は全体を

通して 1%以下であった.

食塩濃度が 2.5%になると,急激にガス発生速度

が低下し,やがて完全に停止した.基質に元々含ま

れる電解質濃度を考慮すると,この細菌叢が水素生

産可能である塩分濃度は約 2.3%までであると考え

られる.ところで,食塩濃度を上昇させるとガス発

生速度は一時的に急激に低下してから回復 して安定

したが,食塩濃度が高くなるほど回復 して安定する

のにかかる時間が延びた.このことから,食塩濃度

が高くなると,細菌叢が環境変化等のス トレスに対

して弱くなると考えられる.また,pH は全体を通

して 4.6から4.8の間で安定しており,ガス生成が

阻害されているにもかかわらず,あまり影響を受け

ていなかった.

NaCl濃度が 0%のとき,溶解性 CODの除去率は

約 30%,溶解性糖の除去率は約 75%であったが,

NaCl濃度が 2%のときの除去率はそれぞれ 23%と

58%であった.

食塩濃度が 0.0%から2.0%に変化したとき,汚泥

中の 菌 体 量 は わず か な が ら減 少 した もの の

600･700mg/lの範囲内でほぼ安定していた.これに

対して,菌体たんぱく質 1mgあたりの水素発生速度

は,食塩濃度 0%では約 0.4ml仙･mg･菌体たんぱく

質であったのに対して食塩濃度 2%では約 0.3ml仙･

mg･菌体たんぱく質であり,菌体量と比較 して大き

く変化した.このことから,食塩濃度により菌体の

増殖よりも菌体のガス発生がより大きな阻害を受け

0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5 2.0

基質NaCl濃度[%】

図 5 塩分とCOD収支
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たことが分かる.

図 5に流入 CODに対するCOD物質収支を,添加

した食塩濃度別に示 した.食塩濃度を上げたとき,

溶解性 CODの占める割合が増加 したが,水溶性糖

の割合が大きく上昇 していることから,これは菌体

の活性が低下したことによるものと考えられる.水

素ガスの COD が占める割合は食塩濃度 0%では約

10%であったが,食塩濃度 2%では約 7%にまで減少

した.細菌叢にはたんぱく質以外の成分も含まれる

が,それらの成分は除去された溶解性 CODの rそ

の他｣の項目に含まれる.また,溶解性 CODの ｢そ

の他｣が非常に大きな割合を占めるが,この中には

挿発性脂肪酸,アルコール類および乳酸が含まれて

いると考えられる.

3-2硫酸塩濃度の影響

3-2-1回分実験

図 6に回分実験の仕込み段階で試験区ごとの基質

の硫酸塩濃度を 0,1,000,2,000および 3,000mg/1

としたときの,バイアル一本あたりの累積水素ガス

生成量を示す.ガス発生は仕込み後約 120時間ほど

で停止 し,最終的なガス生成量は 2.8-3.8ml/vial

の範囲でばらつきが見られるものの,硫酸塩濃度差

による目立った影執 ま見られなかった.

ガス発生停止後液層部のpHを測定したところ,

仕込み段階では pH6.5-7.0であったのに対し,い

ずれの試験区でもpH4.0-3.8の範囲にあり,pH4.0

以下では水素発酵が起こらないことから,ガス発生

が停止したのは pHが低下したためであると考えら

れる.また,液層部の代謝産物は,酢酸が 350-

440mg/1,酪酸が 530-640mg/lであったのに対し

てプロピオン酸は 10mg/1以下と著しく少なかった.

酢酸型の水素発酵以上に齢酸型の水素発酵も起きて

いたことがわかる.
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3-2-2連続実験

図 7に,20℃および 35℃における硫酸塩の連続実

験の結果を示す.20℃の条件下で SO42∵濃度 0-

3,000mg/1の範囲で,水素生成速度は 50-70ml/h･1

で安定してお り,硫酸塩による著しい阻害は見られ

なかった.35℃の条件下でも同様に,SO42-濃度 o

または3,000mg/lで水素生成速度は200ml仇･1前後

で安定していた.COD除去率も硫酸塩濃度による目

立った変化は見られなかった.また,いずれの条件

下でも発生したガス中に硫化水素は含まれていなか

ったため,硫酸塩の還元は起こらなかったと思われ

る.このことより,硫酸塩濃度 3,000mg/1以下では,

水素発酵は硫酸塩による影響を受けないことがわか

る.
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図 7 20℃と35℃における

硫酸塩の実験(連続)

4.総括

本研究より,次の知見が得られた.

a. 基質中の塩分濃度の上昇に伴い,水素生成速度,

菌体量および全ガス生成速度が徐々に低下した.

水素生産可能な塩分濃度の範囲は,約 2.3%まで

であった.

b. HRT10時間,35℃でショ糖を基質としたとき,

NaCl濃度が Oから2.0%の範囲で,流入 COD

の約 1割程度を水素ガスに変換 した.また,こ

の条件では,基質が分解 されたものの,ほとん

どが残留 CODとして流出した.

C. ショ糖を基質とした水素発酵は,20℃でも35℃

でも SO42~濃度が 3,000mg/1までは水素生成速

度や COD収率に変化が見られなかった.また,

硫酸塩の還元も確認されなかった.
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