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1．は じ め に

下水汚泥は，含水率の高い湿潤バイオマスであり，
そのエネルギー利用としてメタン発酵が主流となって
いる。しかし，得られるバイオガスの組成は，通常の
場合 CH4：40 〜 60%，CO2：40 〜 60% であり，CO2

はエネルギーとして用いることができない。都市ガス
導管注入や，自動車燃料など高度な利用においても，
エネルギーを投入して CH4 のみを分離し，残りの
CO2 は大気中へ廃棄している例が多い1）。

ところで，現在導入が進められている再生可能エネ
ルギーの中でも，風力発電や太陽光発電などは自然変
動型再生可能エネルギーと呼ばれ，気象条件によって
発電量が変動し，発電量が電力需要を上回るときは余
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概 要
メタン発酵槽に H2 を注入することでバイオガス中の CO2 のメタン化が進行し，高品質化

（Biological Biogas Upgrading : BBU）できることが期待されている。一方で H2 の添加量が CO2 に
対して過剰になると，pH の上昇や有機酸の蓄積といった発酵阻害が生じる。そこで本研究では日
本で発生する下水汚泥を基質としてバッチ式反応器を用いた水素添加メタン発酵を行った。投入す
る基質に対して H2 添加量を様々に変化させ，ガス発生量やガス組成，有機酸の蓄積量を明らかにし，
H2 添加量 130 mL/g-VSin 付近において VS 分解率は低下したものの，CH4 収率や CH4 濃度が増加し，
BBU が最も進行するということを明らかにした。
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剰電力が発生する。しかし，電力貯蔵のための蓄電池
には立地の制約，大容量化・コスト低減，短時間の供
給のみといった様々な課題がある。このような状況下
で注目されているのが “Power to Gas” と呼ばれる技
術である2）。具体的には余剰電力により水を電気分解
し，得られた H2 を直接利用する，あるいは H2 と CO2

を反応させて CH4 を生成し利用する方法がある。特
に後者は，パイプライン等のガスインフラが充実して
いる欧州では注目され，その反応は反応式 （1） によ
り説明される。これはメタン発酵において，副次的に
生じる H2 と CO2 から水素資化性メタン生成菌によっ
て CH4 を生じる反応と同様の反応である。

4H2＋CO2 → CH4＋2H2O, ΔG0＝-130.7 kJ/mol� （1）
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すなわち，メタン発酵リアクターに，H2 を注入すれ
ば，上記の反応によりエネルギー利用ができない CO2

のメタン化が進行し，バイオガス中の CH4 濃度を高め，
高品質化（Biological Biogas Upgrading：BBU）でき
ることが期待される3）。一方で H2 の添加量が CO2 に
対して過剰になると，酢酸が蓄積し，発酵阻害が生じ
るといった報告もある4）。日本の下水汚泥を対象とし
たこれまでの研究において，バッチ式反応器を用いて
水素添加メタン発酵を行い，バイオガスの高品質化が
確認されている5）。しかし，水素を過剰に投入した際
のバッチ式反応器における BBU の報告事例は少なく，
本研究ではバッチ式反応器に対して投入する H2 添加
量を様々に変化させ，投入する基質に対する最適な
H2 添加量の解明を目的とした。具体的には，これら
の基質に添加する H2 添加量を段階的に変化させた
バッチ式実験を行ってガス発生量やガス組成の時間変
化や微生物叢の変化を明らかにし，BBU がどの程度
生じるのか基礎データを得ることを目的とした。

2．実 験 方 法

2．1 用いた試料
試料の下水汚泥は，55℃で高温メタン発酵している

A 下水処理場にて，消化槽投入汚泥と消化汚泥をサ
ンプリングした後，4±1℃で保存した。これらの試料
の基礎特性を Table 1に示す。TS，VS に関しては磁
皿に入れた試料をそれぞれ 105℃で 24 時間，600℃で
1 時間熱し，放冷後の重量を測定することで求めた。
CHN は 105℃で乾燥後粉末にした試料を CHN 分析装
置（MICRO CORDER JM10）で測定した。

2．2 試料の作製と発酵
サンプリングした消化槽投入汚泥と消化汚泥を VS

比が 1：1 になるように混合し，発酵原料（VS 濃度
16.5 g/L）とした。この発酵原料 20 mL を 122 mL の
バイアル瓶に入れ N2 で曝気し，ゴムおよびアルミ製
のキャップで封をした。これらの操作により，バイア
ル瓶のヘッドスペースを 102 mL とした。次に，シリ
ンジを用いて N2 と H2 を置換し，H2 添加量を 0，40，
80，120 mL に調整した。この時の H2 / 投入 VS 比は
0 〜 390 mL/gVSin（VSin：バイアルに投入した発酵原
料中の VS）である。バイアル瓶を恒温振とう機（ヤ
マト科学株式会社製：BT300）に入れ，55℃，90 rpm
で振とうした（Photo. 1）。同条件のバイアル瓶を複
数用意し，発酵開始後 1，2，4，7，11，15 日後に取
り出し各分析に供した。

2．3 バイオガスの分析
所定の日数経過後のバイアル瓶にシリンジを刺し，

内圧によりシリンジの押し子が上昇，停止時の目盛り
をバイオガス発生量とした。また，同バイアル瓶中の
バイオガスをシリンジで 50 mL 引き抜き，このガス
中の CH4，H2，N2，CO2 を Micro-GC （Agilent 製 490）
で測定した。定量は個別に標準ガスによる多点検量線
法により実施した。

2．4 発酵残渣の分析
pH に関しては，発酵残渣 10 mL を pH メーターを

用いて計測した。また，T-VFAS に関しては発酵残
渣を遠心分離（3000 rpm，15 min）した上澄みを 0.45 
µm のフィルターでろ過し，これを高速液体クロマト
グラフ CDD-10AVP（島津製作所製）にて測定した。
また，発酵前後における微生物叢の変化を調査するた
めに，消化汚泥及び 15 日経過後の H2 添加量を 0，
130 および 390 mL/g-VSin とした場合のメタン発酵残
渣に関して次世代シーケンシング（NGS 解析）によ
る分析を行った。対象遺伝子領域は，細菌および古細
菌を対象とした 16S rRNA 遺伝子 V4-V5 領域（PCR
プライマー U515F-926R）とした。Extrap Soil DNA 
Kit Plus Ver.2（日鉄環境）を用いて DNA を抽出し，
MiSeq （Illumina） を用いて，2×250 bp の条件でシー
ケンシングを行い，25,000 〜 32,000 のリード数が得
られた。その後，類似性の高い（相同性 97% 以上の）
配列データを 1 つのグループのクラスタとしてまとめ
た。各クラスタ配列の中で最も出現頻度の高い配列をPhoto. 1 batch reactors for methane fermentation

Table 1 Characteristics of the samples used
pH TS［g/L］ VS［g/L］ C［%-TS］ H［%-TS］ N［%-TS］ T-VFAs［mg/L］

消化汚泥 7.73 18.6 11.7 32.45 5.41 4.76 203
消化槽投入汚泥 5.83 33.3 27.5 43.50 7.02 5.96 403
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CH4 へと変換されたためと考えられる。この CO2 の
枯渇によって発酵中に生じるアルカリ成分への緩衝能
力が失われ，pH の上昇とそれに起因するメタン生成
菌の発酵阻害が起こり，CH4 収率の低下に影響したと
考えられる。H2 添加量の増加に従って発酵 15 日目に
おける CH4 濃度が上昇したのはこういった CO2 の枯
渇が影響している。そのため，H2 を添加していない
条件と比較して CH4 収率と CH4 濃度の双方が向上し
ている H2 添加量 130 mL/g-VSin 付近が今回の実験に
おける最適 H2 添加量となった。また，消費された H2

はホモ酢酸生成反応による酢酸生成や，硫酸縁還元細
菌による H2S への代謝などに関わっている可能性が
ある。

3．3 微生物叢の結果
消化汚泥と，発酵 15 日後における H2 添加量 0，130，

390 mL/g-VSin の発酵残渣の微生物叢を対象に NGS 解
析した結果，メタン菌として，反応式 （1） に従って CH4

を生成する水素資化性のメタン菌 Methanobacterium，
Methanobrevibacter， Methanothermobacter の他に，
酢酸を基質として CH4 を生成する Methanosarcina，
Methanothrix や，メタノールを基質として CH4 を生
成する Methanosphaera，Methanomassiliicoccus が確
認された。
Table 2に，特にメタン発酵に関与するとされてい

る古細菌 （Archea） の属 （Genus） レベルの 16SrRNA
遺伝子数の解析結果示す。

発酵 15 日経過後における水素資化性メタン菌の
16SrRNA 遺伝子数は H2 添加量 0， 130， 390 mL/g- 
VSin においてそれぞれ 3.93×107，4.63×107，1.06×
107 copies/mL であった。今回の実験で最も CH4 収率
が高かった条件である H2 添加量 130 mL/g-VSin の条
件における 16SrRNA 遺伝子数は H2 添加量 0 mL/
g-VSin の条件と比較して 1.18 倍に増加しており，対
して最も CH4 収率が低かった条件である H2 添加量
390 mL/g-VSin の条件における 16SrRNA 遺伝子数は
H2 添加量 0 mL/g-VSin の条件と比較して 0.27 倍にま
で減少していた。この結果より，水素の最適量の添加
によって水素資化性メタン菌の増殖が進むが，過剰量
の水素添加は水素資化性メタン菌の減少に繋がりバイ
オガスの高品質化が阻害されることが分かった。

4．ま と め

本研究では。下水汚泥を基質として H2 添加量を変
化させたメタン発酵実験をバッチ式反応器において行
い，以下の知見が得られた。

（1）H2 添加量を変化させてメタン発酵を行ったとこ
ろ，H2 添加量の増加に伴って，VS 分解率は減少した
が，CH4 収率及び CH4 濃度の両方が向上するバイオ
ガ ス の 高 品 質 化 が 起 こ る の は H2 添 加 量 130 mL/
g-VSin の時であり，この時の CH4 収率は 219 mL/
g-VSin であり，CH4 濃度は 71.3% であった。これは
水素を添加していない通常のメタン発酵と比較して，
CH4 収率が 49 mL/g-VSin 増加し，CH4 濃度は 8% 増
加した。H2 添加量 260 mL/g-VSin 以上の条件におい
ては CH4 濃度が向上したものの，CH4 収率の低下が
確認された。

（2）水素を過剰添加した際には CO2 の枯渇が起こり，
液相の緩衝能力が下がり pH の上昇が起こった。これ
により発酵阻害が生じた。

（3）適正 H2 添加量 130 mL/g-VSin においては水素を
添加していない条件と比較して水素資化性メタン菌の
16SrRNA 遺伝子数が 1.18 倍に増加した。
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