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　１．はじめに

　近年，循環型社会や低炭素社会の構築を目的とし
た「地域循環圏」という言葉が提唱され，地域の特
性や規模に応じ，循環可能な資源はなるべく地域で
循環させるという取組みが推進されている1。これ
らに関し，生ごみや家畜排せつ物などの有機性廃棄
物と発酵液（以下，消化液とする）を混合し，メタ
ン発酵法によりエネルギーを回収・利用する手法が
評価を受け，高い関心が寄せられている 2-4。メタン
発酵法とは，消化液中に存在する嫌気性細菌の働き
により有機性廃棄物を加水分解し，最終的に，電力
源などとして利用できるメタンガスを生成させる技
術である 5-9。
　著者らは，主に，三重県内から発生する食品系廃
棄物を活用したメタン発酵技術に関する検討を進
め 10-14），平成 30 年７月にバイオガス発電施設（図１
参照）を稼働させた。本施設では，湿式中温発酵方

式により年間約 400 万 kWh の発電量を想定してお
り，１日当たり最大で 60 トン程度の有機性廃棄物の
処理が可能である。施設の立ち上げに際しては，メ
タン発酵槽に 1200 ㎥の消化液を投入する必要があ
ったが，その入手は容易ではなく，最終的に，食品
系ではなく畜産系消化液（家畜糞尿を用いたバイオ
ガス発電施設から排出）を用いることになった。メ
タン発酵では，使用する原料や消化液の種類などの
条件により反応が異なり，特に，操業開始時におけ
る消化液の変化などを把握しておくことは重要な課
題となる。そこで本研究では，安定操業に向け，食
品系廃棄物と消化液との反応性を示すデータなどを
数多く蓄積するために，稼働前後における消化液の
菌叢の変化や，各種廃棄物と消化液との反応性を確
認する実験を実施した。その結果，使用する廃棄物
によりバイオガス生成量が異なることや施設稼働前
後における消化液の菌種に大きな変化はないことな
どが確認できた。
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　２．実験方法

　2.1　使用材料
　各種廃棄物と消化液との反応性確認を目的とした
メタン発酵試験では，バイオガス発電施設の稼働４
ヶ月後に排出された消化液を用いた。有機性廃棄物
には，発酵槽に原料として投入しているペースト状
に加工した食品残渣（野菜，魚などを一定割合で混
合し作製。以下，食残ペースト）と，今後，廃棄物
の受入れを検討しているガムシロップ（固体浮遊物
あり）を選定した。また，有機性ではないが，同じ
く受入れを検討している酒の製造工程で排出される
活性炭（酢酸を含有）についても試験対象とした。食
残ペーストおよび活性炭の外観を図２に，各サンプ
ルの固形分量を表１に示す。なお，固形分量につい
ては，常圧加熱乾燥法などの手法 15）により測定した
水分量から算出した。

　2.2　メタン発酵試験
　メタン発酵法で用いる消化液の温度には，低温消
化帯（15 ～ 20 ℃），中温消化帯（30 ～ 37 ℃），高
温消化帯（50 ～ 55 ℃）の設定があるが，本研究は
他の温度帯に比べ管理しやすいということから中温
で行い，消化液は全て実験開始前に 37 ℃で 24 時間
保持した。
　まず，表１に示した固形分量から，各サンプルの
絶乾質量が 16 g となるよう計量した後，400 ㎖にな
るまで加水した。これに，全量が 1600 ㎖となるま
で消化液を加え，得られた混合液を３ℓの三角フラ
スコに投入し，嫌気状態で反応させることによりメ
タン発酵試験を実施した。フラスコに投入した混合
液の上部は，コック付きのガラス管を２本取り付け
たゴム栓で塞ぎ，さらにシール材で密封した。ガラ
ス管の一方には容量５ℓの二口アルミニウム製ガス
バッグを接続し，もう片方の管から窒素ガスを流入
した。窒素ガスはフラスコ内部を通過させ，ガスバ
ッグを通し排出させることで，内部を嫌気性雰囲気
に変化させた（図３参照）。窒素ガスの置換終了後，
フラスコとアルミニウムバッグの接続部にある２箇
所のコック以外をすべて閉じ，37 ℃の乾燥器内に静
置することでメタン発酵を進め，発生したガスをガ
スバッグに捕集した。またブランクとして，廃棄物
を加えず，水 400 ㎖に消化液を 1600 ㎖まで加えた
混合液を用いた実験も実施した。

　2.3　分析評価
　2.3.1　ガス発生量および成分分析
　混合液から発生したガスはアルミニウムバッグで
捕集し，その容積（ガス発生量）を計測した。さら
に，ガスクロマトグラフ（島津製作所製 GC-2014）
を用いて，ガス成分を分析した。また，メタン発酵
では，ガスの生成におよぼす消化液の pH の影響が
大きいことから，発酵前後の pH を測定し，その変
化を確認した。

　2.3.2　�化学的酸素要求量（CODCr）を用いた�
有機物の可溶化に関する評価

　メタン発酵プロセスでは，二クロム酸カリウムを
用いて測定した化学的酸素要求量（CODCr）はメタ
ンガスの元素組成から算出した理論的酸素要求量

（COD）により近似できる。したがって，理論的酸
素要求量（COD）は実際のメタンガス生成量にほぼ
等しくなることから，発酵前後における CODCr の測
定値から実際のメタンガス生成量を推定できること

各サンプルの固形分量表１

サンプル名 固形分量（g/100g）
食残ぺースト 9.7
ガムシロップ 48.8
活性炭 44.4

食残ペーストおよび活性炭図２

メタン発酵実験の概要図図３
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が知られている5。この全 CODCr の測定値は個体
CODCr と溶解性 CODCr に分けられ，これらを測定す
ることによりメタン発酵の発酵効率を把握すること
ができる。
　そこで，JIS K0102 に準拠し，各試料に一定量の
硫酸，二クロム酸カリウム，硫酸水銀（Ⅱ），硫酸銀
を加え，２時間煮沸後に消費した二クロム酸カリウ
ム量を酸素量に換算して CODCr の値を求めた。得ら
れた数値から，廃棄物が有する有機物の可溶化につ
いて評価し，ガス生成との関係について確認した。測
定試料は，廃棄物単体および発酵後の混合液とし，試
料ごとに適量を取り，蒸留水を加え 100 ㎖に調整し
た。加水後，攪拌することにより得られた懸濁液を
全 CODCr 測定用試料に，遠心分離により固形物を沈
殿させた上清を溶解性 CODCr 測定用試料として用
い，それぞれ適量（二クロム酸カリウム溶液の約 1/2
を消費する量）を採取し，測定に供した。

　2.3.3　菌叢解析
　発電施設稼働前後および廃棄物投入前後における
消化液の菌叢解析 16）を行うことにより，その変化を
確認した。測定では，まず，各消化液に対して遠心
分離，加熱，薬品処理などを行い，菌の溶出・溶解
を促すことで DNA を抽出した。続いて，抽出した
DNAを鋳型とし，PCR Thermal Cycler Dice（PCR：
Polymerase Chain Reaction，Takara-Bio）による処
理 を 行 う こ と で DNA を 増 幅 し， そ の 断 片 に
Agencourt AMPure XP（Beckman）を加えて精製
した。ここでは，16S rRNA 遺伝子の V3-V4 領域を
含む 460 塩基対を標的 DNA 配列とした。精製した
DNA 断片は，Nextera Index kit を
使用して DNA に塩基配列（Index）
を付加し，再度，Agencourt AMPure 
XP で精製した。最後に，次世代シ
ーケンサー Miseq（Illumina）を用
いて微生物叢の塩基配列を解析し，
MacQIIMEにより微生物群集解析（菌
種の同定，構成割合など）を行った。

　３．実験結果および考察

　3.1　発生したガス量および
成分

　各種廃棄物を用いた混合液から発
生したガス量と反応時間との関係を
図４に示す。ここで，発生ガス量の

数値は，嫌気性環境にするために導入した窒素ガス
やガスバッグ交換時に漏洩した可能性のあるガス量
などについては考慮していない。同図より，食残ペ
ーストとガムシロップの場合には，混合開始後，200
時間までに 10 ℓ程度のガスが発生し，その後，720
時間までのガス量は 12 ℓ程度となった。活性炭の
場合には，ガスの生成が良好とは言えず，720 時間
までのガス量は１ℓ程度と僅かであった。
　図４で用いた食残ペーストとガムシロップから捕
集した各ガスバッグのメタンガスおよび二酸化炭素
ガス濃度をガスクロマトグラフにより分析し，得ら
れた数値と図４に示した各点の数値の積から各ガス
量を算出した。図５に，各廃棄物から発生するメタ
ンガスおよび二酸化炭素ガス量を示す。ここで，導
入した窒素ガスの影響が最も少ない４バッグ目のガ
スクロマトグラフによる分析結果は，食残ペースト

（387 時間）がメタン：75.63%，二酸化炭素：19.651 

各廃棄物から発生するガス量と反応時間
との関係

図４

各廃棄物から発生するメタンおよび二酸化炭素ガス量図５
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%，窒素：3.626 %，酸素：1.094 %，ガムシロップ
（720 時間）がメタン：75.533 %，二酸化炭素：20.968 
%，窒素：5.259 %，酸素：1.240 % となり，両者と
もメタンガスが良好に生成することが確認できた。
　また，メタン発酵前後における混合液のpHの変化
を図６に示す。同図より，ガムシロップ，活性炭，ブ
ランクのpHは発酵後に小さくなったが，食残ペース
トでは大きくなった。しかしながら，これらの数値
は全て 7.6 ～ 8.2 の範囲で変化しており，メタンガス
の生成を阻害する酸敗が生じる恐れのある 6.5 を下
回ることはなく，特に問題がないといえる。

　3.2　各種廃棄物に含まれる有機物の�
可溶化特性

　各種廃棄物を用いた混合液の発酵前後における
CODCr の分析結果を図７に示す。図７a）より，食
残ペーストに含まれる有機物の可溶化は良好で，特

に，固体 CODCr（固体有機物）の数値が発酵後に大
きく減少した。このことは，図５に示したメタンガ
ス生成量の結果にも一致している。図７b）に示し
たガムシロップの場合では，溶解性 CODCr の数値は
大きく減少したものの，固体 CODCr の数値は大きく
変化せず，固体有機物の可溶化は良好ではなかった。
これはガムシロップの沈殿物による影響であるもの
と推察される。図７c）に示した活性炭の場合では，
固体有機物の可溶化は良好であったものの，図４に
示したようにバイオガスの生成量自体が少なく，固
体有機物の可溶化とバイオガスの生成量の結果は一
致していない。これらの理由については，現時点で
は明らかにできておらず今後の課題となる。
　また，既往の研究 5，17）によれば，生ごみを用いた
メタン発酵では，物質収支計算によるメタンガスの
理論値と実際に発生するメタンガスの生成量（実験
値）がほぼ一致するとの報告があり，式⑴により示
されている。

　y ＝ 0.35Ax ⑴　
　ここで，y：メタンガス発生量（ℓ），A：発酵前
後の全 CODCr 分析値の差分（g/g），x：投入量（g），
0.35：CODCr 分析値からメタンガス量への変換係数

（ℓ /g）

　本研究では，上式を用いて，投入した廃棄物が完
全に分解したと仮定した場合におけるメタンガス発
生量の理論値を算出した。その結果，食残ペースト
が 12.5 ℓ，ガムシロップが 7.5 ℓ，活性炭が 5.7 ℓ
となり，実測値（順に，6.2 ℓ，5.4 ℓ，ガス生成量
が少なく測定不能）が理論値を大きく下回った。こ

メタン発酵前後における消化液の pHと
反応時間との関係

図６

メタン発酵前後におけるCODCr の分析結果図７
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れは，ガスバッグ交換時におけるガスの漏洩など，実
験条件に起因するものである可能性が高い。しかし
ながら，図５の結果から，メタンガスと二酸化炭素
ガスは発生しており，食残ペーストとガムシロップ
はメタン発酵により消化され，メタンガスに変換さ
れることが確認できた。

　3.3　菌叢解析
　次世代シーケンサーを用いた菌叢解析の結果を図
８に示す。同図の横軸は相対比を示しており，図の
上部には解析により得られた細菌名を記載した。
　図８a）より，施設稼働前と稼働５ヶ月後の消化液
を比較したところ，稼働前の畜産系消化液からは
Lachnospiraceae 科，Peptostreptococcaceae 科，
Coriobacteriaceae 科，Turicibacteraceae 科の細
菌 18，19）が検出されたが，これらは稼働後にはほぼ

消滅した。しかしながら，Bacteroidaceae 科，Bac-
teroidales 目，Clostridiaceae 科，Cloacamonaceae 科
などは稼働後にも存在しており，全体の 60% 程度は
同一菌種である事が明らかとなった。操業５ヶ月の
間，メタンガスは良好に生成していたことから，菌
叢に大きな変化は生じておらず，施設の立ち上げは
順調であったと言える。図８b）より，食残ペース
トを原料としたメタン発酵前後における消化液の菌
叢を比較したところ，Bacteroidaceae 科，Bacteroidales
目，Thermotogaceae 科などの菌種は減少した一方
で，Porphyromonadaceae 科，Tissierellaceae 科，
Clostridiaceae 科などは増加した。しかしながら，菌
種に大きな差は認められず，野菜や魚などのブレン
ド割合はメタン発酵の条件として適切な範囲に収ま
っていることが確認できた。
　また，メタン発酵に必要不可欠となるメタン生成

菌叢解析結果図８
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菌は，嫌気条件でメタンを合成する Archaea（古細
菌）の総称であり，消化液中には Archaea が存在す
ると考えられる。本解析に用いた全ての試料では，
Archaea は１～ 2.5 % 程度で，Bacteria（細菌）が
優占していた。本実験の中温メタン生成菌に関して
は，その含有割合が小さく図示できなかったが，施
設稼働前後における消化液では，共に酢酸資化性メ
タン生成菌である Methanosarcina 属は増加し，
Methanosaeta 属は減少していた。一方，食残ペース
トを原料としたメタン発酵前後における消化液では，
水素資化性メタン生成菌である Methanoculleus 属
は増加し，Methanosarcina 属は減少したことなどは
確認できた。なお，既述した細菌は，メタン発酵終
了後に急激に減少するため，今後，メタンガスが発
生している状態で採取した消化液の解析結果を用い
た議論を要する。

　４．まとめ

　本研究により，以下の知見が得られた。
　⑴ 食残ペーストおよびガムシロップを用いた混合

液に含まれる有機物はメタン発酵により消化さ
れ，メタンガスが生成した。しかしながら，活
性炭を用いた場合には，発酵前後における
CODCr の数値が低下したものの，メタンガスは
良好に生成しなかった。

　⑵ 施設稼働前後における消化液の菌叢解析の結果
から，畜産系消化液に含有する 60 % 程度の菌
種は稼働５ヶ月後においても残存し，菌叢に大
きな変化は生じなかった。このことから，操業
開始後からメタン発酵槽内は安定した状態が維
持されていたことが確認できた。

　⑶ 食残ペーストを原料としたメタン発酵試験前後
における消化液の菌叢解析の結果から，消化液
の菌種に大きな変化は認められず，野菜や魚な
どの混合割合はメタン発酵条件として適切であ
ることが確認できた。

　ただし，得られた結果は本実験条件に限定された
ものであり，投入する廃棄物などの条件により，槽
内のpH低下に伴う酸敗などが発生する可能性も有し
ている。したがって，今後，メタン発酵槽における
不測の事態に対し速やかに対応するためには，数多
くのデータを蓄積しておくことが重要となる。
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