
北海道立食品加工研究センター報告 No.82009[ノ ート] 43

水素生成菌の探索とホタテガイ中腸腺の水素発酵

能登裕子,中 川良二,八 十川大輔,長 島浩二

Screening of hydrogen-producing bacteria and their fermentation activity
in scallop digestive gland homogenates

Hiroko Noto $, Ryoji Nakagawa, Daisuke Yasokawa and Koji Nagashima

Twenty eight anaerobic bacteria were screened in the soil around Ebetsu city , and identified as
Clostridium species by homology analysis of l6SrRNA. Of these, 2 bacteria (Clostridium acidisotil. No. 11
and No. 22, have a hydrogenase gene and produce hydrogen gas in the scallop digestive gland
homogenates.

Hydrogen fermentation by these bacteria effectively decreased the protein content in the scallop
digestive gland homogenates by 25o/o .

These results demonstrate that use of hydrogen-producing fermentation of sorl Clostridium bacteria
might decrease the solid waste produced in seafood processing.

北海道ではホタテ,サ ヶ, ジャガィモ, ビートなどの

主要農水産物が大規模に生産され,そ れらを原料に各種

食品が生産されている.こ れらの加工処理工程中に大量

の未利用残澄や副産物が生じ, これらの処理コストが加

工業者の経営を圧迫している.さ らに,食 品リサイクル

法の施行に伴い,廃 棄物の処理費用が増大し,未 利用残

澄や副産物の有効利用,廃 棄物の低減化が強く求められ

ている 特 にホタテ貝加工処理残澄 (中腸線)は多水分,

重金属 (カドミウム)を 含むために処理が難しく,排 出

量も毎年約 3万 トンである.

これまで,田 口ら1)はシロァリから分離した水素生

成菌により糖質を基質にした水素発酵を行っているが,

タンパク質を基質にした水素発酵の検討はこれまではと

んど行われていない タ ンパク質が豊富である水産加工

廃棄物の水素発酵技術が開発されれば,水 素発酵で生成

される水素ガスをエネルギーとして利用すると同時に廃

棄物の低減化につながることが期待される.

そこで,本 研究では, タンパク質を基質とし,水 素生

成菌によるホタテ貝加工処理残澄 (中腸腺)の 発酵によ

り,水 素ガスを生成させると同時にその低減化を図るこ

とを目的に,土 壌から水素生成菌をスクリーニングし,

ホタテガイ中腸腺を基質とした水素発酵について検討を

行った。

実 験 方 法

1.水 素生成菌の探索とスクリーニング

北海道江別市近郊 (岩見沢市,長 沼町,南 幌町,江 別

市 (当センター))の 土壌 をグルコース培地
2)(組
成 :

グルコース 2%,ポ リベプ トン2%,KH2P04 0・ 4%,酵

母エキス 01%,MgS04・ 7H200・1%,L― システイン塩

酸塩一水和物 0.2%)0こ添加し,30℃で 1週 間嫌気培養 (ガ

ス組成 :Co2 10%,H210%,N280%)し て, コロニー

を釣菌した.

得 られたコロニーの 16SrRNA遺 伝子の塩基配列を決

定し,ホ モロジー検索
3)を
行い菌種を推定した.ヒ ドロ

ゲナーゼ遺伝子検出用プライマーはα“漏滋蒻 属 6種 類

の塩基配列を参考に設計 (F:ATATGACAATAATG

GAAGAAG, R:TCTTGTTGTTATAACTGCATC)
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した.こ れらのプライマーと菌同定時に用いた DNAテ

ンプレー トを用いて PCRを 行い,増 幅された DNAを

2.5%ア ガロースグルで電気泳動 し,エ チジウムブロマ

イド染色してバンドを検出した。

2.発 酵処理

ホタテウロ (中腸腺)に
一定量の生理食塩水を加えて

ホモジネー トを調製し,オ ー トクレーブ処理を行った後

に,菌液 (20%菌 液量)を加えて
一定期間嫌気培養を行っ

た.

3.生 成ガスおよび培養液の分析

培養中に生成したガス量は水上置換法により,ガ ス組

成はガスクロマ トグラフイーを用いて測定した。

タンパク質量は Coomasde試 薬を用いて,グ ルコ
ー

ス量は,Fキ ット (Roche)4)5)で定量した。

COD(化 学的酸素要求量)は 重クロム酸カリウム法

により測定した。

実験結果および考察

1.水 素生成菌の分離

江別市近郊の土壌を嫌気培養して得られたコロニ
ーを

表 1に 示 した α θs″′αグ%π 属 28株 が取 得 され,C.

αθ′′おθ′′が 21株を占め,α οs″″α″%z属 以外のものは見

られなかった.

得られた菌株の内,水 素生成に深く関与するヒドロゲ

ナーゼ遺伝子を持つと推定されたものは C.sα″ご′κ″πsι

l株 ,C.α θ″αおθ″3株 であ り,C.α θググおθ′グの 2株 (分

離菌株番号 H,22(以 下菌株 11,22と 表記))が 安定

的に培養が可能であることが明らかとなった.こ のこと

から,C.α ι〃なθノ′2株 を水素生成有望株 とし,以 下の

ホタテウロの発酵試験に供した。

2.ガ スおよび水素生成

3種 のウロ濃度のホモジネー トに水素生成有望株を接

種して培養した時のガス生成量と水素濃度を表 2に 示 し

た。菌株 11,22共 にウロ濃度が低い培養液ほど発生ガ

ス量が多くなり,発 生ガス中の水素濃度は何れのウロ濃

度においても約 25%で ,25%ウ ロ濃度培養での水素生

成量 (いずれも約 1.8L/ウロ湿重量 kg)が 最も多 くなっ

た。田口ら
1)の
分離 した水素生成菌 AM21B株 は,砂

糖 lgか ら約 0.6Lの水素ガスを生成させる.ホ タテガ

イ中腸腺中には 0.41g/ウロ湿重量 kgの グルコ
ースが存

在す るが, こ れか ら生成す る水素 ガス量 は,上 記

AM21B株 の場合を参考にすると0.25L/kgとなる。今

回の中腸腺の水素発酵では,25%ウ ロ濃度で 1.83L/kg

の水素ガスが生成していることから,当 該ガスのほとん

どは,糖 由来でなく,ウ ロの分解物 (アミノ酸など)か

ら由来したものと考えられた。

ガス生成は,菌 株 11は , ウロ濃度 100,50,25%で

それぞれ培養開始から143時間後,165時 間後,115時 間

後で,菌 株 22で は,143時 間後,121時 間後,23時 間後

で最大となり,そ の後ほとんど生成しなかった。水素の

生成もガスと同様な傾向を示し,菌 株 11,22共 にウロ

濃度が高くなるほどガス生成までの時間が長くなる傾向

を示した。柘植 ら
6)に
よると重金属 (カドミウム)の

影響により微生物の増殖が阻害されることが明らかに

なっている。このことから,ウ ロ濃度が高くなるとウロ

に含まれる重金属 (カドミウム)の 影響から菌の増殖が

阻害されるため,ガ ス生成までの時間が長くなることが

推察された。

3.発 酵による有機物の低減化

水素発酵によリウロ中の有機物の低減化の比率を調べ

るために,培 養前後でのグルコ
ース量とタンパク質量を

測定し,低減化率を求めたものを表 3に 示した.グルコ
ー

ス及びタンパク質の低減化率は,何 れの試験区において

も , グルコースは約 90%, タ ンパク質は約 50%で あつ

た.さ らに,CODは ,ウ ロ濃度が低 くなるほど下がる

ことが分かった

このように,菌 株による水素生成の違いは,ほ とんど

認められないが,ウ ロiit度25%で 培養 した時,最 も多

く生成し,有 機物の低減化に関しては,グ ルコ
ース及び

タンパク質の低減化率は,何 れの試験区においても,グ

ルコースは約90%,タ ンパク質は約50%低 減化していた。

以上のことから,本 研究で有望株とした2株 を用いてウ

ロiit度25%で 培養を行 うと良好な水素生成と有機物の

低減化を行うことができることが明らかとなった。

タンパク質の分解率をさらに上げるためには,発 酵中

のpHの 調整や連続式発酵法の採用などを検討する必要

があると思われる.CODを 排水基準値以下に下げるこ

とが出来れば,上 澄をそのまま排水することができ,残

澄はカドミウムと分離して肥料等に利用可能となる。ま

た,こ れらに必要なエネルギ
ーの一部は生成した水素ガ

スで賄うことができることから,処 理コス トの削減が可

能となると考えられる。

要   約

土壌中より嫌気性菌を28株分離し, この中から安定

に培養できる水素ガス生成菌 2株 (何れもCノθs″グα″″z

αθググおθ′グの近縁菌)を 選抜した。これらの菌株はホタテ

ウロ25%濃 度のホモジネー トでの培養で良好に水素ガ
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表 1 土 壌から探索した菌株リスト

分離菌株

番号
採取場所 一致率  ヒド逼雀草

~ゼ

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

1 6

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

当センター

当センター

当センター

当セ ンター

岩見沢

岩見沢

岩見沢

岩見沢

岩見沢

岩見沢

岩見沢

岩見沢

南幌

南幌

南幌

南幌

南幌

南幌

南幌

南幌

長沼

長沼

長沼

長沼

長沼

長沼

長沼

長沼

θ′οsι′ゴどゴ●り2 ,ρ                  98%

θ′οsι″ゴどゴ“ヮ″ ,ρ                  98%

θfοsιrゴグゴ“″ ,ρ.                  98%

ιゴοstridirr2 sardinゴ ensθ     99%

θ′οs′rノグゴしヮ″ aοブどゴsοノゴ           98%

θfοsιrゴグ′“η aθゴグゴsοゴゴ          98%

θfοsιrゴグゴ“η aεゴグゴsοノゴ          98%

θ′οs′′ゴ′ゴ“ヮη aεゴ∂ゴsοノゴ           97%

θfοs`″ゴグゴ“η arゴグゴsοゴゴ           98%

θfοsどrゴグゴ切″∂οゴ′ゴsο′ゴ           98%

0■ostr」i′りα″ ′σゴdisO′ゴ       99%

θfοs`′ゴグゴクッ″∂οゴグゴsο′ゴ           98%

θfοsι′ゴグゴ“ヮ〃∂οゴごゴsο′ゴ           98%

θ′οs′′ノグゴ“ヮ″ ′σゴごゴsοノゴ           98%

θfοsrrゴグゴ“″′σゴどゴsοゴゴ           98%

θ′οs′Fゴ∂ゴ“ヮ7 aσゴグゴ∫οノゴ           97%

θ′ο∫̀rゴグゴ“″arゴグゴsοゴ′           98%

θfοsι′ゴグゴz7122,ρ                 95%

θ′οsιrゴ′ゴ“ヮη aοゴどゴsο′ゴ           98%

θ′οsιrゴグゴυη′οゴどゴsο′ゴ          98%

θノοs′rゴどゴ“ヮη ′σゴどJsοノゴ           98%

σ7οstriaりa″ ′。ゴJ」isο′ゴ       98%

θ′οs′rゴグゴ“ヮ″ ιθゴノθ′ゴ17σカゴゴ        97%

θ′οsι″ゴグゴ“″′οノピ/sοノノ           98%

θfοsrrゴグゴ●り2,ρ.                92%

θ′οs′rゴグゴ“ヮη ′οゴグゴsοノゴ           99%

C■οstridi“″ aοゴ′ゴIsο′ゴ       98%

θ′οs′′ゴグゴaヮ″ aσゴグノsοノゴ           98%

缶

霊

霊

有

缶

鉦

征

霊

盛

缶

有

霊

缶

霊

征

缶

鉦

霊

霊

征

霊

有

霊

鉦

霊

霊

有

征

表2 ウ 回の水素発酵時の発生ガス量と水素量

分離菌株  ウ ロ濃度

番号   (%)

ガス発生量

(L/ウロ湿重量 kg)

水素濃度 水素量

(%)  (L/ウ ロ湿重量 kg)

100

50

25

100

50

25

1.90

2.88

7.05

1.41

2.38

7 . 1 0

2 5

2 3

2 6

2 3

2 2

2 5

0.48

0.66

1.83

0.32

0.52

1.78
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表3 ウ ロの水素発酵前後での有機物量

ウロ濃度

(%) g/kg e/kg

COD

(g/L)

グルコース量 タンパク質量
分離菌株番号

100(培 養前) 0.41

0.016

0.0035

0.0026

100   0.035

50  0.0069

25  0.016

100  1.331         100

(低減化率
*)    (低

減化率)

96  0.798          40 ・１
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４
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0.463

0.253

0.121

65

62

64

*低 減化率 :(培養前一培養後)/(培養前)×100

スを生成 し (約 1.8L/ウ ロ湿重量 kg),グ ルコースは約

90%, タ ンパク質は約 50%低 減化することが明らかに

なった。
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