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Abstract 
 

Experiment of fermentative hydrogen production by Mesophilic bacterium HN001 was 
carried out on glucose medium at pH6.0. H2 yield, H2 production rate and metabolites such as 
ethanol, lactate and butyrate were affected by cultural temperatures. The effect of substrate 
concentration was also investigated under various glucose concentration as 1.5, 2.0, 3.0, 4.0, and 
5.0% (w/v) at 47℃  and pH6.0. High substrate concentration decreased both maximum H2 
production rate and H2 yield, and  the optimum concentration was seemed to be 1.5%. 
Additionally, the effect of Fe ion as an additive on the hydrogen production was examined. FeCl3 
was used as for Fe ion source and its concentration was set at 0(as control), 100, 200, and 400mg 
L-1. Temperature, pH, glucose concentration were set at 47℃, 6.0, 2.0% respectively. There were 
significant differences between control and FeCl3 added cultures on lactate production, H2 
production rate and H2 yield. The addition of Fe ion increased both H2 yield and H2 production rate, 
and the maximum H2 production rate of 3.6L-H2 L-culture-1 h-1 was obtained at 100mg L-１. 

 
Key words: Mesophilic bacterium HN001, Hydrogen production rate, Hydrogen production yield, 

Glucose concentration, Fe ion  
 
１．まえがき 
発酵水素生産は生ごみのような廃棄物や多糖類を多く含む海藻などから水素を生産することができ

るため、これから迎える循環型社会において非常に有望な技術であると思われる。発酵水素生産の技

術は以前から研究が行われているが、近年は中温や高温での発酵水素生産の研究が盛んに行われてい

る。これは理論的に水素生産速度が高まること、また高温菌には水素収率が高い細菌が多いことなど

が主な理由として挙げられる[1,２]。本研究で用いている Mesophilic bacterium HN001 株はとても速

い水素生産速度を持つ有望な水素発生細菌である[３]。しかし Mesophilic bacterium HN001 株の水素

発生特性についてはまだ明らかではないことが多いため、温度が代謝産物に及ぼす影響を調べた。さ

らに発酵水素生産において負荷量は重要な要素であるため、糖濃度が水素発酵に及ぼす影響を調べた。

また鉄イオンの培地への添加が、汚泥などから採取した菌による混合培養において水素生産速度や水

素収率などの性能を向上させる事例がいくつか報告されている[４,５,６]。そこで鉄イオンの添加が

Mesophilic bacterium HN001 株による発酵水素生産にどのような影響を及ぼすのかを FeCl３を培地

に添加して調べた。 
 
２．実験方法 
2.1. 温度が水素発酵に及ぼす影響 
 HN001 株を 16mL の２本の ABCM 半流動培地（栄研化学株式会社）の高層培地に植え付け、十分
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※鉄イオンが水素発酵に及ぼす影響を調べる実験ではカゼインペプトンの

代わりにカザミノ酸「ダイゴ」(日本製薬株式会社)を 25.0g L-1 用いた。 

 

に菌を増殖させた。高温に順化させるため、本培養液に植菌する 30 分前に 45℃の高温槽に入れた。

２本のうちより活発に気泡を発生させているものを前培養液とし、そのうち８mL を本培養液に植菌し

た。本培養液は表１に示した YNU 嫌気培地を用いた。本培養は容積 500ｍL のジャーファーメンタ

ーで行い、液量は 350mL、攪拌速度 30rpm、pH6.0、バッチ培養とした。温度が代謝産物に及ぼす影

響を調べるため、温度は 32、37、41、44、47、50℃で実験を行い、代謝産物の分析は液体クロマト

グラフィー(カラム：GL－C610H－S 日立化成)を用いた。 
 
2.2.  糖濃度が水素発酵に及ぼす影響 
グルコース濃度を 1.5、2.0、3.0、4.0、5.0％(w/v)の各濃度に調整した。温度と pH は 47℃、pH6.0

に固定して実験を行った。 
 

2.3. 鉄イオンが水素発酵に及ぼす影響 
鉄イオンの供与体として FeCl3 を用いた。FeCl3 の濃度はそれぞれ０、100、200、400mg L-1 とし

た。温度は 47℃、pH は 6.0、グルコースの濃度は 2.0％(w/v)に固定して行った。また窒素源はカゼイ

ンペプトンの代わりに、アミノ酸以外の栄養分をほとんど含んでいないカザミノ酸を25.0g L-1用いた。 
 
 

表１. YNU 嫌気培地の組成（ｇ L-1)         

カゼインペプトン※ 25.0   日水製薬株式会社 

Dried Yeast Extract-S 22.0   和光純薬工業株式会社 

L-システイン塩酸塩-水和物 0.3   純正化学株式会社 

メルカプト酢酸 0.3  純正化学株式会社 

D（＋）－グルコース 15.0   和光純薬工業株式会社 

 

 
 
 
３．結果 
3.1. 温度が水素発酵に及ぼす影響 
 図１に温度が水素生産に及ぼす影響を示

す。代謝産物生成反応が温度によりさまざま

な影響を受けたことがわかった。酢酸とエタ

ノール生成量は温度が上昇するにつれて増

加した。特にエタノール生成量はその傾向が

大きく、より温度の影響を受けやすいと考え

られる。乳酸と酪酸は非常によく似た傾向を

示し、温度が上昇するにつれて減少すること

がわかった。ギ酸生成量は温度が高くなるに

つれて増加した。水素収率は 41℃から 44℃
付近で最も低くなり、それより温度が上昇し

ても下降しても収率は高くなる結果となっ

た。ギ酸は pH6.0 以下に下げると H2と CO2

に分解される[７]ので、pH をわずかに下げ

れば 40℃以上ではギ酸分解によりさらに水

素収率を上げることが可能だろう。50℃では

エタノール生成量と水素収率がともに高い

ため、エタノールを有効に活用すること、そ

して廃液処理をすることを考慮するとエネ
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図１．温度が水素発酵に及ぼす影響 
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図３．鉄イオンが水素発酵に及ぼす影響 
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ルギー効率は最も有利となるかもしれない。

水素生産速度は 47℃で最も速くおよそ

3.3L-H2 L-culture-1 h-1 であった。これは

47℃が Mesophilic bacterium の生育に適し

ていたことと、水素を含めた代謝産物のバラ

ンスが最適であったと考えられる。 
 
3.2. 糖濃度が水素発酵に及ぼす影響 
 図２に糖濃度が水素発酵に及ぼす影響を

示す。最大水素生産速度と水素収率は糖濃度

が増加するにつれて直線的に減少した。それ

に対して水素の生成を伴わない乳酸生成は

糖濃度が増加するにつれて直線的に増加し

た。酢酸、エタノール、酪酸、ギ酸は糖濃度

による大きな変化は見られなかった（酪酸、

ギ酸濃度は低くほぼ一定だったのでデータ

は示していない）。このことから HN001 株

による発酵水素生産は基質の濃度が低い方

が適しており、糖濃度が高いと乳酸を生成し

てしまい最大水素生産速度と水素収率を減

少させることがわかった。 
 
3.3.鉄イオンが水素発酵に及ぼす影響 
 図３に鉄イオンが水素生産に及ぼす影響を

示す。データは２回の実験の平均値である。

この実験は糖濃度 2.0％で行い、さらに窒素

源にはカゼインペプトンよりも貧栄養である

カザミノ酸を用いたが[8]、水素収率と最大水

素生産速度はどちらも糖濃度 1.5％、窒素源

にカゼインペプトンを用いたときと同等であ

った（図２の糖濃度 1.5％参照）。FeCl3 を添

加した場合とそうでない場合では水素生産に

大きな違いが見られた。FeCl3 を加えた培地

では、加えていない培地と比べて水素収率と

最大水素生産速度は大幅に向上し、100mg L-

１添加したとき最大水素生産速度は 3.6H2 
L-culture-1 h-1を記録した。また代謝産物にも

大きな違いが見られた。FeCl3 を添加した場

合、乳酸の濃度は大幅に減少した。またギ酸

の濃度も減少する傾向が見られた。一方酢酸、

エタノール、酪酸の濃度は添加していないも

のと比べて増加した。乳酸を生成するときは

水素の生産は行われないため、乳酸が生成さ

れる代わりに酢酸や酪酸生成のような水素

の発生を伴う代謝が行われたことが水素収

率と最大水素生産速度を向上させた主な理

由と考えられる[２,９]。 
FeCl3添加量の影響については、FeCl3の濃度は水素収率にはほとんど影響を与えなかったが、最大
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図２．糖濃度が水素発酵に及ぼす影響 
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水素生産速度は FeCl3が低濃度になるにつれて速くなる傾向が見られた。このことから HN001 での

水素生産では最適な FeCl3の濃度があると考えられ、今後 100mg L-1より低濃度で実験を行う必要が

ある。また糖濃度を上げて鉄イオンを添加した場合水素発生はどのようになるのか調べる必要がある。 
 
４．まとめ 
・温度により水素収率、水素生産速度、代謝産物はさまざまな影響を受けた。水素生産速度は 47℃
で最も速くなった。水素収率は 32℃付近でも 50℃でも高くなったが、水素生産速度の観点から高温

のほうが有利であると考えられる。 
・糖濃度の影響について、糖濃度は低いほうが水素生産に有利であり水素収率と最大水素生産速度

はともに 1.5％で最もよい結果となった。糖濃度が高くなるにつれて乳酸濃度が直線的に増加してし

まうことがわかった。 
 ・FeCl3 の添加により乳酸の生成が抑えられ、糖濃度が 2.0％であっても糖濃度 1.5％と同等の水素

収率と最大水素生産速度が得られることがわかった。FeCl3の濃度が 100mg L-1 のとき最大水素生産

速度は最高の 3.6L-H2 L-culture-1 h-1が得られた。 
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