
(57)【要約】

【課題】　本発明の目的は、バイオディーゼル廃液の有

効利用方法として、バイオディ－ゼル廃液から簡便かつ

効率的に水素およびエタノールを生産する方法、並びに

当該方法を行なうためのキットを提供することにある。

【解決手段】　バイオディーゼル廃液を含む原料液は、

原料液タンク７からポンプ８によって、原料液流入孔５

を通って発酵槽２に供給される。発酵槽２内の原料液は

、細菌固定化多孔質担体４に固定化されたエンテロバク

ター（Enterobacter）属細菌によって発酵され水素およ

びエタノールを生産する。エタノールを含む発酵液は、

原料液の供給に伴い発酵液流出孔６を通って発酵槽２外

へと流出し回収される。一方、発酵生産された水素ガス

を含む気体成分は、排気口９を通って発酵槽２外へと排

出され、ガス回収槽１０において回収されるようになっ

ている。発酵槽２内の温度は発酵槽の外側面を覆うよう

に設けられた恒温ジャケット３内を循環する恒温水によ

って、一定に保たれている。

【選択図】　図２
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 原 料 液 と し て 、 油 脂 を メ チ ル エ ス テ ル 化 し て 得 ら れ る 生 成 物 か ら メ チ ル エ ス テ ル を 除 去
し て 得 ら れ る バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 を 含 む も の を 用 い 、
　 少 な く と も そ の 表 面 に 微 生 物 を 固 定 可 能 な 担 体 が 存 在 す る 条 件 下 で 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー
（ Enterobacter） 属 細 菌 に よ っ て 発 酵 さ せ る 発 酵 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 水 素 お よ び
エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 上 記 エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter） 属 細 菌 が 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （
Enterobacter aerogenes） 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ゲ ル ゴ ビ エ （ Enterobacter gergoviae）
、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ク ロ ア カ エ （ Enterobacter cloacae） 、 お よ び エ ン テ ロ バ ク タ ー ・
サ カ ザ キ （ Enterobacter sakazakii） か ら な る 細 菌 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ つ 以 上 の
細 菌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 上 記 エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter） 属 細 菌 が 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （
Enterobacter aerogenes） Ｈ Ｕ １ ０ １ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の
水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 上 記 担 体 が 、 多 孔 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ な い し ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 上 記 担 体 が 、 粒 子 状 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ な い し ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 上 記 担 体 の 平 均 粒 子 径 が 、 ３ ｍ ｍ 以 上 、 ２ ０ ｍ ｍ 以 下 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １
な い し ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 上 記 担 体 が 、 貫 通 孔 を 有 す る 多 孔 質 担 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ な い し ６ の い
ず れ か １ 項 に 記 載 の 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 上 記 発 酵 工 程 が 、 連 続 培 養 に よ り 行 な わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ な い し ７ の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 上 記 原 料 液 が 、 酵 母 抽 出 物 お よ び カ ゼ イ ン 酵 素 分 解 物 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １
な い し ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 １ な い し ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 を 行 な う た
め の キ ッ ト で あ っ て 、
　 少 な く と も そ の 表 面 に 微 生 物 を 固 定 可 能 な 担 体 、
お よ び エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter） 属 細 菌 が 含 ま れ る こ と を 特 徴 と す る キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 植 物 性 油 脂 、 動 物 性 油 脂 、 廃 油 等 の 油 脂 を メ チ ル エ ス テ ル 化 し て バ イ オ デ ィ
ー ゼ ル 燃 料 を 製 造 す る 際 に 副 生 成 物 と し て 得 ら れ る 、 い わ ゆ る バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 の 有
効 利 用 方 法 と し て 、 当 該 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 か ら 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル を 効 率 良 く 製 造
す る 方 法 、 並 び に 当 該 方 法 を 行 な う た め に 用 い ら れ る キ ッ ト に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 近 年 、 植 物 性 油 脂 、 動 物 性 油 脂 、 お よ び 廃 油 等 の 油 脂 を リ パ ー ゼ の 存 在 下 で メ タ ノ ー ル
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と 反 応 （ メ タ ノ リ シ ス 反 応 ） さ せ る こ と に よ り 得 ら れ る 脂 肪 酸 メ チ ル エ ス テ ル は 、 バ イ オ
デ ィ ー ゼ ル 燃 料 と 呼 ば れ 、 軽 油 の 代 替 燃 料 と し て 注 目 さ れ て い る 。 か か る バ イ オ デ ィ ー ゼ
ル 燃 料 中 に は 、 (1)ほ と ん ど 硫 黄 分 が 含 ま れ て い な い た め に 酸 性 雨 の 原 因 と な る 硫 黄 酸 化
物 （ Ｓ Ｏ ｘ ） が 発 生 し な い こ と 、 (2)炭 素 お よ び 水 素 以 外 に 酸 素 が 含 ま れ て い る た め 軽 油
に 比 べ て 黒 煙 発 生 が 少 な く 排 気 ガ ス が 清 浄 化 す る こ と 等 の 理 由 か ら 、 環 境 負 荷 の 少 な い 燃
料 と し て 特 に 期 待 さ れ て い る 。 か か る バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 燃 料 は 軽 油 に 比 べ る と 若 干 発 熱 量
が 低 い と い う 物 性 を 有 し て い る が 、 自 動 車 に 適 用 し た 場 合 に お い て そ の 走 行 に は ほ と ん ど
影 響 が 無 い と い う こ と が 確 認 さ れ て い る 。 さ ら に は 、 動 粘 度 が ５ ． ６ ｍ ２ /ｓ ec、 引 火 点
が １ ３ ５ ～ １ ４ ５ ℃ で あ り 、 そ の 性 状 も 軽 油 と 類 似 し て い る た め 、 軽 油 の 強 制 規 格 基 準 を
ほ ぼ 満 足 し て い る （ 非 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。 か か る バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 燃 料 の 製 造 方 法 に つ い
て は 、 各 所 に お い て 開 発 研 究 が 進 め ら れ て お り 、 種 々 報 告 さ れ て い る （ 例 え ば 非 特 許 文 献
２ ～ ５ 、 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 一 方 、 上 記 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 燃 料 を 生 産 す る 際 に は 、 以 下 の 反 応 式 （ 式 Ｉ ） に 示 す よ う
に 副 生 成 物 と し て グ リ セ ロ ー ル が 生 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 （ 式 中 Ｒ １ ～ Ｒ ３ は ア ル キ ル 基 を 示 す ）
　 上 記 反 応 式 に 示 す 生 成 物 の う ち 、 脂 肪 酸 メ チ ル エ ス テ ル に つ い て は 、 既 述 の ご と く バ イ
オ デ ィ ー ゼ ル 燃 料 と し て 有 効 に 利 用 可 能 で あ る が 、 そ の 残 渣 の グ リ セ ロ ー ル に つ い て は 特
に 用 途 が 無 く 、 廃 棄 さ れ て い る の が 現 状 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 上 記 現 状 に 鑑 み て 、 廃 棄 物 で あ る グ リ セ ロ ー ル を 含 む 廃 液 の 有 効 利 用 を 行 な う べ く 、 上
記 廃 液 か ら 水 素 を 回 収 す る 方 法 の 開 発 が 試 み ら れ て い る 。 例 え ば 、 特 許 文 献 ２ に お い て は
副 生 成 物 で あ る グ リ セ ロ ー ル を 加 熱 気 化 さ せ て 水 素 ガ ス を 発 生 さ せ 回 収 す る 装 置 に つ い て
記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 一 方 、 通 性 嫌 気 性 細 菌 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ Enterobacter aerogenes） は
、 グ ル コ ー ス 等 か ら 水 素 を 発 酵 生 産 す る こ と が 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ６ 参 照 ） 。 本 発
明 者 ら は 、 独 自 に 分 離 し た エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ Enterobacter aerogenes）
Ｈ Ｕ １ ０ １ 株 の 各 種 炭 化 水 素 に 対 す る 水 素 生 産 量 に つ い て 検 討 し た と こ ろ 、 グ リ セ ロ ー ル
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を 基 質 と し て 発 酵 さ せ た 時 に 、 最 大 の 水 素 生 産 量 が 得 ら れ る こ と を 確 認 し た （ 非 特 許 文 献
７ 参 照 ） 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 福 田 　 秀 樹 、 「 ク リ ー ン エ ネ ル ギ ー （ バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 燃 料 ） 」 日 本 農
芸 化 学 会 シ ン ポ ジ ウ ム ： ２ ０ ０ ２ .３ 、 ｐ ３ ５ ８
【 非 特 許 文 献 ２ 】 吉 川 　 浩 ら 、 「 超 臨 界 メ タ ノ ー ル に よ る 植 物 油 か ら の バ イ オ デ ィ ー ゼ ル
燃 料 の 製 造 」 高 圧 討 論 会 講 演 要 旨 集 、 Ｖ Ｏ Ｌ ． ４ ２ ｎ ｄ 、 ｐ １ ０ ９ （ ２ ０ ０ １ ）
【 非 特 許 文 献 ３ 】 渡 辺 　 嘉 ら 、 「 固 定 相 型 バ イ オ リ ア ク タ ー を 用 い た 廃 食 用 油 の バ イ オ デ
ィ ー ゼ ル 燃 料 へ の 連 続 変 換 」 、 酵 素 工 学 研 究 会 講 演 会 講 演 要 旨 集 、 Ｖ Ｏ Ｌ ． ４ ６ ｔ ｈ 、 ｐ
４ ２ （ ２ ０ ０ １ ）
【 非 特 許 文 献 ４ 】 FUKUDA H, KONDO A, NODA H,” Biodiesel Fuel Production by Transes
terification of Oils”  J Biosci Bioeng, VOL. 92, NO.5, p405-416(2001)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 SAKA S, KUSDIANA D,「 超 臨 界 メ タ ノ ー ル を 利 用 し た 植 物 油 廃 棄 物 か ら
バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 燃 料 の 生 産 」 、 資 源 処 理 技 術 、 Ｖ Ｏ Ｌ ． ４ ７ 、 Ｎ Ｏ ． ２ 、 ｐ ９ ５ － １ ０
２
【 非 特 許 文 献 ６ 】 谷 生 　 重 晴 ら 、 「 Enterobacter aerogenes の 発 酵 水 素 発 生 と 利 用 基 質
に つ い て 」 、 醗 酵 工 学 会 誌 、 第 ６ ７ 巻 、 第 １ 号 、 ｐ ２ ９ － ３ ４ 、 １ ９ ８ ９
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Y.Nakashimada, M.A.Racman, T. kakizono, N. Nishio,” Hydrogen pro
duction of Enterobacter aerogenes altered by extracellular and intracellular red
ox states”  International Jounal of Hydorogen Energy 27(2002),1399-1405
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － ２ ３ ３ ９ ３ 号 公 報 （ 公 開 日 ： 平 成 １ ４ 年 ８ 月 ２ ０ 日 ）
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ４ － ２ ０ ９ ４ １ ５ 号 公 報 （ 公 開 日 ： 平 成 １ ６ 年 ７ 月 ２ ９ 日 ）
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 上 述 の ご と く 、 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 燃 料 の 製 造 の 副 生 成 物 で あ る グ リ セ ロ ー ル を 含 む 廃 液
（ 以 下 、 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 と い う ） の 有 効 利 用 法 の 開 発 が 求 め ら れ て い る 。 し か し な
が ら 現 在 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 の 有 効 な 利 用 方 法 が 開 発 さ れ て い な い の が 現 状 で あ る 。 上
記 例 示 し た 特 許 文 献 ２ に 開 示 さ れ て い る 方 法 は バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 を 加 熱 気 化 さ せ て 水
素 を 回 収 し て い る が 、 加 熱 気 化 さ せ る た め に は 相 当 量 の 熱 量 を 必 要 と し 、 設 備 面 、 コ ス ト
面 、 技 術 面 に お い て 多 く の 課 題 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 そ こ で 本 発 明 の 目 的 は 、 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 の 有 効 利 用 方 法 と し て 、 バ イ オ デ ィ － ゼ
ル 廃 液 か ら 簡 便 か つ 効 率 的 に 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル を 生 産 す る 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る
。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 上 記 非 特 許 文 献 ７ に 記 載 さ れ て い る 通 り 、 Enterobacter aerogenes (Ｈ Ｕ １ ０ １ )で 、
グ リ セ ロ ー ル を 発 酵 さ せ る こ と に よ っ て 水 素 を 生 産 で き る と い う こ と は 知 ら れ て い る 。 本
発 明 者 ら の 検 討 に よ れ ば 、 カ ラ ム 型 リ ア ク タ ー を 用 い 、 Enterobacter aerogenes (Ｈ Ｕ １
０ １ )に よ る 市 販 グ リ セ ロ ー ル １ ０ （ g/l） を 使 用 し た 連 続 培 養 に お い て は 、 多 孔 質 担 体 を
使 用 し な い 場 合 で あ っ て も 、 菌 体 は フ ロ ッ ク 状 と な り リ ア ク タ ー 底 部 に 高 密 度 に 堆 積 し 、
水 素 生 産 速 度 は ８ ０ （ mmol/l/h） に 達 し た （ 後 述 す る 図 ６ 参 照 ） 。 一 方 、 バ イ オ デ ィ ー ゼ
ル 廃 液 を グ リ セ ロ ー ル 濃 度 が １ ０ （ g/l） に な る よ う に 希 釈 し 、 同 条 件 で 連 続 培 養 を 行 っ
た 場 合 、 菌 体 の リ ア ク タ ー 内 で の 堆 積 量 が 市 販 グ リ セ ロ ー ル の 場 合 と 比 較 し て 明 ら か に 少
な く 、 最 大 水 素 生 産 速 度 は ３ ０ （ mmol/l/h） と 極 端 に 低 く な っ た （ 後 述 す る 図 ５ 参 照 ） 。
こ れ は 、 市 販 グ リ セ ロ ー ル （ 純 グ リ セ ロ ー ル ） を 原 料 と し た 場 合 Enterobacter aerogenes
 (Ｈ Ｕ １ ０ １ )は 水 素 を 効 率 良 く 生 産 す る こ と が で き る が 、 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 を 原 料
と し た 場 合 は 、 水 素 を 効 率 良 く 生 産 す る こ と が で き な い と い う こ と を 示 し て い る 。 よ っ て
、 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 を 原 料 と し て Enterobacter aerogenes (Ｈ Ｕ １ ０ １ )で 発 酵 し 、
水 素 を 生 産 す る こ と は 、 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 の 有 効 利 用 法 と は い え な い 。

10

20

30

40

50

(4) JP 2006-180782 A 2006.7.13



【 ０ ０ １ １ 】
　 鋭 意 検 討 の 結 果 、 本 発 明 者 等 は 、 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 を 原 料 と し た 場 合 で あ っ て も 、
微 生 物 を 固 定 可 能 な 多 孔 質 担 体 を 用 い る こ と に よ り 、 リ ア ク タ ー 内 の 菌 体 堆 積 量 が 著 し く
上 昇 し 、 水 素 生 産 速 度 が ６ ０ （ mmol/l/h） に 著 し く 向 上 す る と い う 新 規 知 見 を 得 た （ 後 述
す る 図 ４ 参 照 ） 。 こ の こ と か ら 、 担 体 （ よ り 好 ま し く は 、 多 孔 質 担 体 ） の 利 用 が 、 バ イ オ
デ ィ ー ゼ ル 廃 液 利 用 の 効 率 化 に お い て 必 要 不 可 欠 で あ る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 新 規 知 見 に 基 づ き を 完 成 さ れ た も の で あ る 。 す な わ ち 本 発 明 に か か る 水
素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 、 原 料 液 と し て 、 油 脂 を メ
チ ル エ ス テ ル 化 し て 得 ら れ る 生 成 物 か ら メ チ ル エ ス テ ル を 除 去 し て 得 ら れ る バ イ オ デ ィ ー
ゼ ル 廃 液 を 含 む も の を 用 い 、 少 な く と も 表 面 に 微 生 物 を 固 定 可 能 な 担 体 が 存 在 す る 条 件 下
で 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter） 属 細 菌 に よ っ て 発 酵 さ せ る 発 酵 工 程 を 含 む こ と を
特 徴 と し て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 上 記 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 は 、 そ の 大 部 分 が グ リ セ ロ ー ル で あ る 。 エ ン テ ロ バ ク タ ー （
Enterobacter） 属 細 菌 は 、 そ の グ リ セ ロ ー ル を 利 用 し て 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル を 発 酵 生 産
す る こ と が で き る 。 ま た 本 発 明 の 構 成 に 含 ま れ る 上 記 担 体 は 、 少 な く と も そ の 表 面 に 微 生
物 を 固 定 可 能 で あ る 。 よ っ て 当 該 担 体 が 存 在 す る 条 件 下 、 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 を 含 む 原
料 液 中 で エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter） 属 細 菌 を 培 養 す れ ば 、 該 担 体 に 固 定 化 さ れ る
。 担 体 に 固 定 化 さ れ た エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter） 属 細 菌 は 、 前 記 原 料 液 中 に 浮 遊
す る こ と な く 生 育 す る こ と が で き る 。 よ っ て 、 発 酵 槽 内 の 菌 体 密 度 を 著 し く 向 上 さ せ る と
と も に 、 原 料 液 中 に 含 ま れ る グ リ セ ロ ー ル と エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter） 属 細 菌 と
の 接 触 頻 度 も 向 上 す る 。 さ ら に は 、 増 殖 し た エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter） 属 細 菌 が
発 酵 槽 か ら オ ー バ ー フ ロ ー す る こ と を 効 果 的 に 防 止 す る こ と が で き る 。 そ れ ゆ え 本 発 明 の
上 記 構 成 に よ れ ば 、 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 か ら の 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 発 酵 生 産 の 効 率
を 従 来 法 に 比 し て 格 段 に 向 上 さ せ る こ と が 可 能 と な る と い う 効 果 を 奏 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 本 発 明 に か か る 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 、
上 記 エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter） 属 細 菌 が 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ En
terobacter aerogenes） 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ゲ ル ゴ ビ エ （ Enterobacter gergoviae） 、
エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ク ロ ア カ エ （ Enterobacter cloacae） 、 お よ び エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ サ
カ ザ キ （ Enterobacter sakazakii） か ら な る 細 菌 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ つ 以 上 の 細
菌 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 上 記 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ Enterobacter aerogenes） 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー
・ ゲ ル ゴ ビ エ （ Enterobacter gergoviae） 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ク ロ ア カ エ （ Enterobact
er cloacae） 、 お よ び エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ サ カ ザ キ （ Enterobacter sakazakii） は 、 グ リ
セ ロ ー ル ま た は グ ル コ ー ス か ら の 水 素 生 産 能 が 高 い 種 で あ る 。 そ れ ゆ え 、 本 発 明 に か か る
水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 に お い て 、 さ ら に 水 素 生 産 量 を 向 上 さ せ る こ と が で き る
と い う 効 果 を 奏 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 本 発 明 に か か る 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 、
上 記 エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter） 属 細 菌 が 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ En
terobacter aerogenes） Ｈ Ｕ １ ０ １ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 上 記 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ Enterobacter aerogenes） Ｈ Ｕ １ ０ １ は 、 本
発 明 者 ら が 自 然 界 か ら グ ル コ ー ス か ら の 水 素 生 産 菌 と し て 独 自 に 分 離 し て き た 株 で あ り 、
検 討 の 結 果 、 特 に グ リ セ ロ ー ル か ら の 水 素 生 産 能 が 高 い 株 で あ る 。 そ れ ゆ え 、 本 発 明 に か
か る 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 に お い て 、 さ ら に 水 素 生 産 量 を 向 上 さ せ る こ と が で
き る と い う 効 果 を 奏 す る 。
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【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 本 発 明 に か か る 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 、
上 記 担 体 が 、 多 孔 質 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 上 記 の ご と く 担 体 が 多 孔 質 で あ る こ と に よ っ て 、 当 該 担 体 上 に 固 定 化 さ れ る 微 生 物 の 量
を 増 加 さ せ る こ と が で き 、 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 生 産 量 を さ ら に 向 上 さ せ る こ と が 可 能
と な る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 本 発 明 に か か る 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 、
上 記 担 体 が 、 粒 子 状 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 上 記 担 体 は 、 既 述 の 通 り 表 面 お よ び 内 部 に 微 生 物 が 固 定 さ れ る こ と に よ り 、 菌 体 密 度 を
向 上 さ せ る た め の 部 材 で あ る 。 し た が っ て 菌 体 密 度 を さ ら に 向 上 さ せ る た め に 、 上 記 担 体
は 、 表 面 積 が 大 き く 、 さ ら に 発 酵 槽 へ の 充 填 率 を 高 く で き る 粒 子 状 で あ る こ と が 好 ま し い
と い え る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ま た 本 発 明 に か か る 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 、
上 記 担 体 の 平 均 粒 子 径 が 、 ３ ｍ ｍ 以 上 、 ２ ０ ｍ ｍ 以 下 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 上 記 担 体 は 、 既 述 の 通 り 少 な く と も そ の 表 面 に 微 生 物 が 固 定 さ れ る こ と に よ り 、 菌 体 密
度 を 向 上 さ せ る た め の 部 材 で あ る 。 し た が っ て 菌 体 密 度 を さ ら に 向 上 さ せ る た め に は 、 担
体 の 粒 子 径 は で き る だ け 小 さ い こ と が 好 ま し い と い え る 。 た だ し 、 過 度 に 粒 子 径 が 小 さ く
な る と 原 料 液 表 面 に 浮 遊 し て し ま い 、 菌 体 密 度 を 向 上 さ せ る こ と が で き な く な る 。 よ っ て
担 体 の 平 均 粒 子 径 を 上 記 の ご と く ３ ｍ ｍ 以 上 、 ２ ０ ｍ ｍ 以 下 に す る こ と が 好 ま し い と い え
る 。 平 均 粒 子 径 が 上 記 の 範 囲 の 担 体 を 用 い る こ と で 、 菌 体 密 度 を さ ら に 向 上 さ せ る こ と が
で き 、 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル 生 産 量 を さ ら に 向 上 さ せ る こ と が で き る と い う 効 果 を 奏 す る
。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ま た 本 発 明 に か か る 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 、
上 記 担 体 が 、 貫 通 孔 を 有 す る 多 孔 質 担 体 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter） 属 細 菌 が 多 孔 質 担 体 と 接 触 す る 際 に 、 当 該 多 孔 質 担
体 の 貫 通 孔 を 通 過 す る こ と が で き 、 多 孔 質 担 体 の さ ら に 内 部 ま で エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Ente
robacter） 属 細 菌 が 入 り 込 む こ と が で き る 。 そ れ ゆ え 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter
） 属 細 菌 の 多 孔 質 担 体 に 対 す る 固 定 化 量 を 向 上 さ せ る こ と が で き 、 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル
生 産 量 を さ ら に 向 上 さ せ る こ と が で き る と い う 効 果 を 奏 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ま た 本 発 明 に か か る 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 、
上 記 発 酵 工 程 が 、 連 続 培 養 に よ り 行 な わ れ る 構 成 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 連 続 培 養 は 、 連 続 培 養 は 原 料 液 の 流 入 と 、 発 酵 液 の 流 出 を 連 続 的 に 行 な う 培 養 法 で あ る
た め 、 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 生 産 を 連 続 的 に 行 な う こ と が で き る と い う 効 果 を 奏 す る 。
ま た 新 し い 原 料 液 を 流 入 す る た め に 発 酵 液 中 に 生 産 さ れ る エ タ ノ ー ル が 希 釈 さ れ る こ と と
な る 。 エ タ ノ ー ル は 微 生 物 を 死 滅 さ せ る も の で あ る た め 、 発 酵 液 中 に こ れ が 蓄 積 す る と エ
ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter） 属 細 菌 が 死 滅 し 、 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 生 産 が 継 続 で
き な く な る 。 上 記 構 成 に よ れ ば 、 エ タ ノ ー ル を 原 料 液 に よ っ て 希 釈 す る こ と が で き る た め
、 エ タ ノ ー ル に よ る エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter） 属 細 菌 の 死 滅 を 防 止 し 、 水 素 お よ
び エ タ ノ ー ル の 生 産 を 長 期 間 継 続 し て 行 な う こ と が で き る と い う 効 果 を 奏 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た 本 発 明 に か か る 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 、
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上 記 原 料 液 が 、 酵 母 抽 出 物 お よ び カ ゼ イ ン 酵 素 分 解 物 を 含 む も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 上 記 酵 母 抽 出 物 お よ び カ ゼ イ ン 酵 素 分 解 物 は 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter） 属 細
菌 の 生 育 、 増 殖 を 向 上 さ せ る こ と が で き る 。 そ れ ゆ え 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter
） 属 細 菌 の 発 酵 力 が さ ら に 増 加 し 、 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル 生 産 量 を さ ら に 向 上 さ せ る こ と
が で き る と い う 効 果 を 奏 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 一 方 、 本 発 明 に か か る キ ッ ト は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 、 上 記 本 発 明 に か か る 水 素
お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 を 行 な う た め の キ ッ ト で あ っ て 、 少 な く と も そ の 表 面 に 微 生
物 を 固 定 可 能 な 担 体 、 お よ び エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter） 属 細 菌 が 含 ま れ る こ と を
特 徴 と し て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 上 記 本 発 明 に か か る キ ッ ト に よ れ ば 、 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 か ら 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル
を 効 率 良 く 、 且 つ 簡 便 に 生 産 す る こ と が で き る と い う 効 果 を 奏 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 上 記 の ご と く 本 発 明 に よ れ ば 、 グ リ セ ロ ー ル を 多 量 に 含 ん で い る に も 関 わ ら ず 、 こ れ ま
で 有 効 な 処 理 方 法 が 無 か っ た た め に 、 廃 棄 物 と し て い た バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 か ら 、 水 素
お よ び エ タ ノ ー ル を 微 生 物 に よ る 発 酵 技 術 に よ っ て 簡 便 か つ 効 率 的 に 回 収 す る 方 法 を 提 供
す こ と が 可 能 と な っ た 。 水 素 は 燃 料 電 池 用 の 燃 料 と し て そ の 利 用 が 期 待 さ れ て お り 、 ま た
エ タ ノ ー ル も 燃 料 、 溶 媒 と し て 広 範 囲 に 利 用 さ れ て い る も の で あ る 。 よ っ て 本 発 明 は 、 植
物 製 油 脂 、 動 物 性 油 脂 を 始 め と す る バ イ オ マ ス を 無 駄 に す る こ と な く 、 有 効 に 利 用 す る こ
と が で き る 方 法 お よ び 手 段 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 実 施 の 形 態 に つ い て 説 明 す れ ば 、 以 下 の と お り で あ る 。 な お 、 本 発 明 は こ れ に
限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ＜ １ ． 本 発 明 に か か る 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 ＞
　 本 発 明 に か か る 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 （ 以 下 「 本 発 明 の 製 造 方 法 」 と い う 。
） は 、 原 料 液 と し て 、 油 脂 を メ チ ル エ ス テ ル 化 し て 得 ら れ る 生 成 物 か ら メ チ ル エ ス テ ル を
除 去 し て 得 ら れ る バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 を 含 む も の を 用 い 、 少 な く と も 表 面 に 微 生 物 を 固
定 可 能 な 担 体 が 存 在 す る 条 件 下 で 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter） 属 細 菌 に よ っ て 発
酵 さ せ る 発 酵 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と し て い る 。 以 下 、 構 成 ご と に 分 け て 具 体 的 に 説 明 す
る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 （ バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 ）
　 本 発 明 の 製 造 方 法 の 原 料 液 を 構 成 す る バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 は 、 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 燃 料
を 製 造 す る 際 に 副 生 成 物 と し て 得 ら れ る グ リ セ ロ ー ル を 多 量 に 含 む も の で あ る 。 バ イ オ デ
ィ ー ゼ ル 燃 料 の 製 造 原 理 は 、 既 述 の 式 Ｉ に 示 す 反 応 式 に 示 す よ う に し て 行 な わ れ る 。 よ り
具 体 的 に は 、 油 脂 （ 別 名 ： ト リ グ リ セ リ ド 、 ト リ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル ） と メ タ ノ ー ル と が
化 学 反 応 （ メ チ ル エ ス テ ル 化 ） に よ り メ チ ル エ ス テ ル お よ び グ リ セ ロ ー ル が 生 成 す る 。 こ
の 生 成 し た メ チ ル エ ス テ ル が バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 燃 料 で あ り 、 こ の 反 応 液 か ら メ チ ル エ ス テ
ル （ バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 燃 料 ） を 除 去 し た も の が バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 な お バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 燃 料 を 製 造 す る 際 に 油 脂 を メ チ ル エ ス テ ル 化 す る 方 法 と し て は 、
特 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 公 知 の 方 法 を 用 い れ ば よ い 。 例 え ば 、 油 脂 と メ タ ノ ー ル と
を リ パ ー ゼ 等 の 触 媒 存 在 下 で 反 応 さ せ る 方 法 、 ま た は 超 臨 界 メ タ ノ ー ル と 油 脂 と を 反 応 さ
せ る 方 法 （ 非 特 許 文 献 ２ 、 ５ 参 照 ） 等 を 用 い て 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
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　 こ の バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 燃 料 を 製 造 す る 際 に 用 い る 油 脂 と し て は 特 に 限 定 さ れ る も の で は
な く 、 植 物 性 油 脂 、 動 物 性 油 脂 ま た は そ の 廃 油 等 を 油 脂 と し て 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。
上 記 植 物 性 油 脂 と し て は 、 パ ー ム 油 、 ナ タ ネ 油 、 ゴ マ 油 、 オ リ ー ブ 油 等 が 挙 げ ら れ 、 動 物
性 油 脂 と し て は 、 ラ ー ド 、 牛 脂 、 魚 油 等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 上 記 油 脂 に は 、 不 純 物 等 が 含
ま れ る も の で あ っ て も 、 試 薬 グ レ ー ド の 油 脂 を 用 い て も よ い 。 試 薬 グ レ ー ド の 油 脂 を 用 い
た 場 合 に は 、 メ チ ル エ ス テ ル 化 後 の 反 応 液 中 に 含 ま れ る 不 純 物 が 少 な く 、 バ イ オ デ ィ ー ゼ
ル 燃 料 の 回 収 が 容 易 で あ る こ と 、 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 を エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enterobacte
r)属 細 菌 に よ っ て 発 酵 さ せ る 際 の 効 率 が 高 い と い う 理 由 か ら 、 純 度 の 高 い 油 脂 を 用 い る こ
と が 好 ま し い と い え る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ま た 油 脂 を メ チ ル エ ス テ ル 化 し て 得 ら れ た 生 成 物 か ら 、 メ チ ル エ ス テ ル （ バ イ オ デ ィ ー
ゼ ル 燃 料 ） を 除 去 す る 方 法 と し て は 、 デ カ ン テ ー シ ョ ン 等 の 公 知 の 方 法 を 用 い れ ば よ い 。
よ り 具 体 的 に は 、 メ チ ル エ ス テ ル 化 後 （ メ タ ノ リ シ ス 後 ） 、 反 応 液 を 静 置 す る こ と に よ り
、 生 成 さ れ た バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 燃 料 は 上 層 に 、 グ リ セ ロ ー ル を 含 む バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液
部 分 は 下 層 に 分 か れ る 。 よ っ て 、 デ カ ン テ ー シ ョ ン 等 の 方 法 に よ り 容 易 に バ イ オ デ ィ ー ゼ
ル 燃 料 と バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 と を 分 離 で き る 。 上 記 の よ う に し て メ チ ル エ ス テ ル （ バ イ
オ デ ィ ー ゼ ル 燃 料 ） を 反 応 液 中 か ら 除 去 し た 残 渣 、 本 発 明 の 製 造 方 法 に お い て 利 用 す る バ
イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 か か る バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 に は 、 主 成 分 と し て グ リ セ ロ ー ル が 多 量 に 含 ま れ て い る 。
バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 燃 料 の 製 造 に 用 い る 油 脂 に 含 ま れ る 成 分 に よ っ て 異 な る が 、 バ イ オ デ ィ
ー ゼ ル 廃 液 に は そ の 他 、 乳 酸 、 酢 酸 、 エ タ ノ ー ル 等 が 含 ま れ る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 （ 原 料 液 ）
　 本 発 明 の 製 造 方 法 に 用 い る 上 記 原 料 液 は 、 上 記 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 が 含 ま れ て い れ ば
特 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 そ の も の を 原 料 液 と し て 用 い て も 良
く 、 ま た 適 宜 、 水 等 の 溶 媒 を 添 加 し 原 料 液 と し て 用 い て も よ い 。 上 記 溶 媒 の 添 加 率 （ 換 言
す れ ば 希 釈 率 ） は 特 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 後 に 行 な う エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enterobac
ter)属 細 菌 に よ る 発 酵 工 程 に 用 い る 原 料 液 と し て 好 適 な も の と な る よ う に 適 宜 検 討 の 上 、
決 定 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 原 料 液 中 に 含 ま れ る グ リ セ ロ ー ル 濃 度 が 高 く な れ ば 、 目 的 と す る 水 素 お
よ び エ タ ノ ー ル の 生 産 量 が 下 が り 、 副 生 成 物 （ 乳 酸 、 酢 酸 量 、 １ ， ３ － プ ロ パ ン ジ オ ー ル
等 ） が 増 加 す る こ と を 確 か め て い る 。 な お 原 料 液 中 に 含 ま れ る グ リ セ ロ ー ル 濃 度 と し て 好
ま し い 範 囲 は 、 １ ． ７ (g/l)以 上 ５ ０ (g/l)以 下 が 好 ま し く 、 ５ (g/l)以 上 １ ０ (g/l)以 下 が
さ ら に 好 ま し い 。 し た が っ て 、 上 記 の バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 の 希 釈 率 は 、 原 料 液 中 に 含 ま
れ る グ リ セ ロ ー ル 濃 度 が 上 記 好 ま し い 範 囲 に な る こ と を 指 標 に 決 定 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ま た そ の 他 、 微 生 物 （ エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enterobacter)属 細 菌 ） の 生 育 に 必 要 な 培 地 成
分 が 含 ま れ て い て も よ い 。 当 該 培 地 成 分 が 含 ま れ る こ と に よ っ て 、 微 生 物 （ エ ン テ ロ バ ク
タ ー (Enterobacter)属 細 菌 ） の 生 育 ・ 増 殖 が 活 発 に な り 、 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 か ら の 水
素 ・ お よ び エ タ ノ ー ル の 発 酵 生 産 効 率 が さ ら に 向 上 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 上 記 培 地 成 分 と し て は 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enterobacter)属 細 菌 の 培 養 に 好 適 な も の を
適 宜 選 択 の 上 、 添 加 す れ ば よ い 。 特 に 、 酵 母 抽 出 液 、 お よ び カ ゼ イ ン 酵 素 分 解 物 は 、 一 般
に 微 生 物 用 培 地 に 用 い ら れ て い る 成 分 で あ り 、 本 発 明 に 用 い る 培 地 成 分 と し て は 好 適 で あ
る 。 後 述 す る 実 施 例 に お い て 示 す よ う に 、 本 発 明 者 ら は 、 酵 母 抽 出 液 、 お よ び カ ゼ イ ン 酵
素 分 解 物 を バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 に 添 加 し た 場 合 に お い て 、 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 生 産
量 が 向 上 す る こ と を 確 認 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
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　 な お 、 酵 母 抽 出 液 （ 別 名 ： イ ー ス ト エ キ ス 、 酵 母 エ キ ス ） と は 、 ビ ー ル 酵 母 （ Saccharo
myces Cerevisiae ） 等 の 酵 母 の 内 容 物 を 抽 出 し た も の で あ り 、 一 般 に 市 販 さ れ て い る も
の で あ る 。 本 発 明 に お い て も か か る 市 販 さ れ て い る も の を 適 宜 利 用 す れ ば よ い 。 例 え ば 、
粉 末 酵 母 エ キ ス Ｓ （ 日 本 製 薬 株 式 会 社 製 ） 、 Yeast Extract, Bact（ Difco社 製 ） 等 を 用 い
れ ば よ い 。 上 記 酵 母 抽 出 物 の 添 加 量 と し て は 、 原 料 液 に ０ ． ０ ５ 重 量 ％ 以 上 １ 重 量 ％ 以 下
が 好 ま し く 、 原 料 液 に ０ ． ２ ５ 重 量 ％ 以 上 ０ ． ５ 重 量 ％ 以 下 が さ ら に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ま た 、 上 記 カ ゼ イ ン 酵 素 分 解 物 と は 、 牛 乳 カ ゼ イ ン 等 の カ ゼ イ ン を ペ プ シ ン 、 ト リ プ シ
ン 等 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 （ プ ロ テ ア ー ゼ ） で 処 理 し た も の で あ り 、 一 般 に 市 販 さ れ て い
る も の で あ る 。 本 発 明 に お い て も か か る 市 販 さ れ て い る も の を 適 宜 利 用 す れ ば よ い 。 例 え
ば 、 ポ リ ペ プ ト ン （ 日 本 製 薬 株 式 会 社 製 ） 、 Trypton, Bact（ Difco社 製 ） 等 を 用 い れ ば よ
い 。 上 記 カ ゼ イ ン 酵 素 分 解 物 の 添 加 量 と し て は 、 原 料 液 に ０ ． １ 重 量 ％ 以 上 １ 重 量 ％ 以 下
が 好 ま し く 、 原 料 液 に ０ ． ２ ５ 重 量 ％ 以 上 ０ ． ０ ５ 重 量 ％ 以 下 が さ ら に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 そ の 他 の 培 地 成 分 と し て は 、 （ Ｎ Ｈ ４ ） ２ Ｓ Ｏ ４ ， Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ 、 Ｃ ｏ （ Ｎ Ｏ ３ ） ２ 、 Ｆ
ｅ （ Ｎ Ｈ ４ ） ２ Ｓ Ｏ ４ 、 Ｎ ａ ２ Ｍ ｏ Ｏ ４ ， Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ ， Ｎ ａ ２ Ｓ ｅ Ｏ ３ ， ニ コ チ ン 酸 、 Ｎ
ｉ Ｃ ｌ ２ 、 そ の 他 ビ タ ミ ン 類 等 を ミ ネ ラ ル と し て 添 加 し て も よ い 。 ま た 、 バ ッ フ ァ ー 成 分
と し て 、 Ｋ ２ Ｈ Ｐ Ｏ ４ 、 Ｋ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ 等 が 含 ま れ て い て も よ い 。 ま た 微 量 元 素 と し て Ｍ ｎ
Ｃ ｌ ２ 、 Ｈ ３ Ｂ Ｏ ３ 、 Ａ ｌ Ｋ （ Ｓ Ｏ ４ ） 、 Ｃ ｕ Ｃ ｌ ２ 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 等 が 含 ま れ て い て も よ い
。 上 記 化 合 物 は 市 販 さ れ て い る も の を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 （ 微 生 物 ）
　 本 発 明 の 製 造 方 法 に お け る 発 酵 工 程 に 用 い る 微 生 物 は 、 通 性 嫌 気 性 細 菌 の エ ン テ ロ バ ク
タ ー (Enterobacter)属 細 菌 で あ る 。 エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enterobacter)属 細 菌 の グ リ セ ロ ー
ル の 代 謝 経 路 に つ い て 図 １ に 示 す 。 エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enterobacter)属 細 菌 は 、 ブ ド ウ 糖
な ど の 解 糖 系 で 得 ら れ た 余 剰 な Ｎ Ａ Ｄ Ｈ を ２ ,３ － ブ タ ン ジ オ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 乳 酸 お
よ び 酢 酸 な ど に 配 分 す る こ と に よ り 還 元 当 量 の バ ラ ン ス を 保 つ 、 い わ ゆ る 混 合 有 機 酸 発 酵
を 行 な っ て 生 育 す る 。 こ の 中 で 水 素 （ 図 １ 中 、 Ｈ ２ ） は 、 以 下 の 経 路 に よ っ て 生 成 さ れ る
。 (1)エ タ ノ ー ル （ 図 １ 中 、 Ethanol） お よ び 酢 酸 （ 図 １ 中 、 Acetate） 生 成 の 中 間 生 成 物
で あ る ピ ル ビ ン 酸 （ 図 １ 中 、 Pyruvate） が ア セ チ ル Ｃ ｏ Ａ （ 図 １ 中 、 Acetyl-CoA） へ と 代
謝 さ れ る 際 に 、 ピ ル ビ ン 酸 － ギ 酸 リ ア ー ゼ に よ り ギ 酸 （ 図 １ 中 、 Formate） が 生 成 さ れ る
。 (2)当 該 ギ 酸 （ 図 １ 中 、 Formate） か ら ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 作 用 に よ り 水 素 （ 図 １ 中 、 Ｈ ２

） が 生 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 よ っ て 、 本 発 明 の 製 造 方 法 に エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enterobacter)属 細 菌 を 用 い る こ と に よ
っ て 、 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 に 含 ま れ る グ リ セ ロ ー ル を 利 用 し て 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル を
発 酵 生 産 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 こ の エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enterobacter)属 細 菌 の グ リ セ ロ ー ル 代 謝 経 路 に
着 目 し 、 上 記 各 種 エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enterobacter)属 細 菌 に つ い て 、 グ ル コ ー ス か ら の 水
素 生 産 能 を 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ Enterobacter aerog
enes） 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ゲ ル ゴ ビ エ （ Enterobacter gergoviae） 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー
・ ク ロ ア カ エ （ Enterobacter cloacae） 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ サ カ ザ キ （ Enterobacter s
akazakii） 等 が 水 素 生 産 能 を 有 し て い る こ と を 確 認 し た 。 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ
ス （ Enterobacter aerogenes） と し て は 、 例 え ば 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ En
terobacter aerogenes Ｉ Ｆ Ｏ ８ ０ ２ ） 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ Enterobacte
r aerogenes Ｊ Ｃ Ｍ １ ２ ３ ５ ） 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ Enterobacter aerog
enes Ｈ Ｕ １ ０ ） が 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 な お 、 上 記 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ Enterobacter aerogenes Ｈ Ｕ １ ０ １ ）
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は 、 本 発 明 者 ら が グ ル コ ー ス か ら の 水 素 生 産 菌 と し て 独 自 に 分 離 し た 新 菌 株 で あ り 、 独 立
行 政 法 人 　 製 品 評 価 技 術 基 盤 機 構 に お い て 、 Ｎ Ｂ Ｒ Ｃ １ ０ ０ ０ ４ ８ 、 Enterobacter aerog
enes （ Ｈ Ｕ １ ０ １ ） と し て 寄 託 さ れ て い る （ 寄 託 日 ： 平 成 １ ５ 年 ３ 月 ２ ４ 日 ） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ま た エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ゲ ル ゴ ビ エ （ Enterobacter gergoviae） と し て は 、 例 え ば エ ン
テ ロ バ ク タ ー ・ ゲ ル ゴ ビ エ （ Enterobacter gergoviae Ｊ Ｃ Ｍ １ ２ ３ ４ ） が 利 用 可 能 で あ
る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ま た エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ク ロ ア カ エ （ Enterobacter cloacae） と し て は 、 例 え ば エ ン テ
ロ バ ク タ ー ・ ク ロ ア カ エ （ Enterobacter cloacae Ｊ Ｃ Ｍ １ ２ ３ ２ ） が 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ま た エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ サ カ ザ キ （ Enterobacter sakazakii） と し て は 、 例 え ば エ ン テ
ロ バ ク タ ー ・ サ カ ザ キ （ Enterobacter sakazakii Ｊ Ｃ Ｍ １ ２ ３ ３ ） が 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 な お 上 記 エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enterobacter)属 細 菌 は 、 上 記 に 掲 げ た 菌 株 に 限 ら れ る も の
で は な く 、 グ リ セ ロ ー ル ま た は グ ル コ ー ス か ら 水 素 生 産 能 を 有 す る 菌 株 で あ れ ば 全 て 利 用
可 能 で あ る 。 ま た 、 本 発 明 に お け る 発 酵 工 程 で は 、 上 記 で 掲 げ た 種 々 の エ ン テ ロ バ ク タ ー
(Enterobacter)属 細 菌 か ら な る 細 菌 群 か ら 選 ば れ る １ 菌 株 を 用 い て 発 酵 工 程 を 行 な っ て も
よ い し 、 ２ 菌 株 以 上 を 適 宜 組 み 合 わ せ て 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 （ 発 酵 工 程 ）
　 本 発 明 に か か る 製 造 方 法 は 、 既 述 の 原 料 液 を 、 少 な く と も 表 面 に 微 生 物 を 固 定 可 能 な 担
体 、 よ り 好 ま し く は 多 孔 質 担 体 の 存 在 下 で 、 上 記 エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enterobacter)属 細 菌
に よ っ て 発 酵 さ せ る 発 酵 工 程 を 含 ん で い る 。 か か る 発 酵 工 程 は 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enter
obacter)属 細 菌 が 原 料 液 か ら 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル を 発 酵 生 産 す る 工 程 で あ る 。 そ の 発 酵
条 件 と し て は 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enterobacter)属 細 菌 が 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル を 発 酵 生
産 す る 条 件 と し て 好 ま し い 条 件 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 そ の 発 酵 方 法 は 連
続 培 養 で あ っ て も 回 分 培 養 （ バ ッ チ 培 養 ） で あ っ て も よ い 。 回 分 培 養 は 、 発 酵 槽 に 原 料 と
微 生 物 を 仕 込 み 発 酵 終 了 後 に 発 酵 液 を 抜 き 出 す と い う 培 養 方 法 で あ り 、 連 続 培 養 は 微 生 物
を 固 定 化 等 に よ り 発 酵 槽 の 中 に 閉 じ 込 め 、 原 料 の 流 入 と 発 酵 液 の 流 出 を 連 続 的 に 行 な う 培
養 方 法 で あ る 。 連 続 培 養 は 、 長 期 間 連 続 的 に 発 酵 す る こ と に よ り 、 発 酵 槽 の 単 位 体 積 あ た
り の 生 産 性 が 回 分 培 養 に 比 し て 高 い と い う メ リ ッ ト が あ る た め に よ り 好 ま し い と い え る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ま た 本 発 明 に お け る 発 酵 工 程 は 、 通 気 培 養 で あ っ て も 、 静 置 培 養 で あ っ て も よ い 。 た だ
し 、 通 気 培 養 で は 増 殖 に エ ネ ル ギ ー を 使 う た め に 目 的 と す る 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 発 酵
生 産 の 効 率 が 下 が る 。 よ っ て 、 静 置 培 養 の 方 が 好 ま し い と い え る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ま た 培 養 温 度 に つ い て は エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enterobacter)属 細 菌 の 生 育 に 好 適 な 条 件 を
採 用 す れ ば 良 く 、 ２ ８ ℃ ～ ４ ０ ℃ が 好 ま し く 、 ３ ０ ℃ ～ ３ ７ ℃ が さ ら に 好 ま し く 、 ３ ７ ℃
が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 原 料 の 流 入 と 発 酵 液 の 流 出 を 行 な う 連 続 培 養 で は 、 そ の 発 酵 液 の 流 出 の 際 に 微 生 物 が 一
緒 に 流 出 す る こ と を 防 止 す る 必 要 が あ る 。 こ の た め に 微 生 物 の 固 定 化 等 を 行 な っ て 、 発 酵
槽 か ら の 流 出 を 防 い で い る 。 上 記 微 生 物 の 流 出 を 防 ぐ 方 法 と し て は 、 固 定 化 担 体 を 用 い て
発 酵 槽 内 に 微 生 物 を 固 定 化 し て も よ い し 、 特 に 固 定 化 担 体 を 用 い る こ と な く 増 殖 し た 微 生
物 同 士 が 自 己 凝 集 体 （ フ ロ ッ ク ） を 形 成 し て 発 酵 槽 内 に 留 ま る と い う 方 法 で あ っ て も よ い
。 た だ し 、 固 定 化 担 体 の 自 重 に よ り 固 定 化 担 体 に 固 定 化 さ れ た 微 生 物 が 発 酵 液 の 表 層 に 浮
遊 す る こ と が な く 、 確 実 に 発 酵 槽 内 に 留 ま る こ と が で き る と い う こ と 、 浮 遊 す る こ と が 無
い た め に 原 料 液 と 微 生 物 が 接 触 す る 頻 度 が 高 ま り 発 酵 生 産 効 率 が 向 上 す る こ と 、 お よ び 発
酵 槽 内 の 微 生 物 の 菌 体 密 度 を 向 上 さ せ る こ と が で き る 等 の 理 由 か ら 、 固 定 化 担 体 を 用 い る
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方 法 が 好 ま し い と い え る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 製 造 方 法 に お い て も 、 上 記 の 理 由 か ら 発 酵 工 程 に お い て 、 少 な く と も そ の 表 面
に 微 生 物 を 固 定 可 能 な 担 体 を 用 い て い る 。 上 記 担 体 と し て は 、 少 な く と も そ の 表 面 に 、 （
よ り 好 ま し く は 、 そ の 表 面 お よ び 内 部 に ） 微 生 物 を 固 定 す る こ と が 可 能 な 担 体 で あ れ ば 限
定 さ れ る も の で は な い 。 た だ し 、 微 生 物 が 固 定 化 し や す く 、 そ の 微 生 物 の 固 定 量 が 増 加 す
る と い う 理 由 か ら 、 上 記 担 体 は 多 孔 質 で あ る こ と が 好 ま し い 。 上 記 多 孔 質 で あ る 担 体 （ 以
下 、 「 多 孔 質 担 体 」 と い う ） は 、 文 字 通 り そ の 表 面 に 多 数 の 孔 が あ り 、 そ の 孔 内 部 お よ び
表 面 に 微 生 物 、 す な わ ち エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enterobacter)属 細 菌 が 吸 着 し 、 エ ン テ ロ バ ク
タ ー (Enterobacter)属 細 菌 を 固 定 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 担 体 （ よ り 好 ま し く は 多 孔 質 担 体 ） に エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enterobacter)属 細 菌 を 固 定 化
す る 方 法 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 例 え ば 発 酵 槽 内 に 原 料 液 と 担 体 （ よ
り 好 ま し く は 多 孔 質 担 体 ） を 仕 込 み 、 そ こ に エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enterobacter)属 細 菌 を 接
種 し 培 養 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 す な わ ち 特 に 、 固 定 化 操 作 を 別 途 行 な う の で は な く 、 発
酵 工 程 に よ っ て 増 殖 し て き た エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enterobacter)属 細 菌 の 培 養 液 が 担 体 （ よ
り 好 ま し く は 多 孔 質 担 体 ） と 接 触 す る こ と に よ り 、 そ の 表 面 お よ び 内 部 に 固 定 化 さ れ る と
い う 方 法 で あ る 。 な お 、 本 発 明 の 製 造 方 法 の 発 酵 工 程 と は 別 に 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enter
obacter)属 細 菌 を 培 養 し 、 担 体 （ よ り 好 ま し く は 多 孔 質 担 体 ） に 固 定 化 す る と い う 操 作 を
行 な い 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enterobacter)属 細 菌 が 固 定 化 さ れ た 担 体 （ よ り 好 ま し く は 多
孔 質 担 体 ） を 発 酵 工 程 に 導 入 す る と い う も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の 製 造 方 法 に お い て 使 用 す る 上 記 多 孔 質 担 体 は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、
連 続 培 養 用 に 市 販 さ れ て い る 固 定 化 担 体 を 適 宜 利 用 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 ナ ガ オ 株 式 会 社
製 : ペ レ ッ ト 状 セ ラ ミ ッ ク ス SP1-4、 協 和 エ ン ジ ニ ア リ ン グ 株 式 会 社 製 : ク ラ ゲ ー ル 、 株
式 会 社 サ ン バ イ オ 社 製 ： バ イ オ ポ ー ラ ス な ど が 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 な お 本 発 明 に 使 用 す る 担 体 （ よ り 好 ま し く は 多 孔 質 担 体 ） は 、 粒 子 状 で あ る こ と が 好 ま
し く 、 そ の 平 均 粒 子 径 が ３ ｍ ｍ 以 上 ２ ０ ｍ ｍ 以 下 で あ る こ と が 好 ま し い 。 上 記 担 体 （ よ り
好 ま し く は 多 孔 質 担 体 ） は 、 既 述 の 通 り 表 面 お よ び 内 部 に 微 生 物 が 固 定 さ れ る こ と に よ り
、 菌 体 密 度 を 向 上 さ せ る た め の 部 材 で あ る 。 し た が っ て 菌 体 密 度 を さ ら に 向 上 さ せ る た め
に は 、 担 体 （ よ り 好 ま し く は 多 孔 質 担 体 ） は 粒 子 状 で あ り 、 そ の 粒 子 径 は で き る だ け 小 さ
い こ と が 好 ま し い と い え る 。 た だ し 、 過 度 に 粒 子 径 が 小 さ く な る と 原 料 液 表 面 に 浮 遊 し て
し ま い 、 菌 体 密 度 を 向 上 さ せ る こ と が で き な く な る 。 よ っ て 担 体 （ よ り 好 ま し く は 多 孔 質
担 体 ） の 平 均 粒 子 径 を 上 記 の ご と く ３ ｍ ｍ 以 上 ２ ０ ｍ ｍ 以 下 に す る こ と が 好 ま し い と い え
、 ３ ｍ ｍ 以 上 １ ０ ｍ ｍ 以 下 に す る こ と が さ ら に 好 ま し い と い え る 。 平 均 粒 子 径 が 上 記 の 範
囲 の 担 体 （ よ り 好 ま し く は 多 孔 質 担 体 ） を 用 い る こ と で 、 菌 体 密 度 を さ ら に 向 上 さ せ る こ
と が で き 、 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル 生 産 量 を さ ら に 向 上 さ せ る こ と が で き る と い う 効 果 を 奏
す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ま た 本 発 明 の 製 造 方 法 は 、 上 記 多 孔 質 担 体 が 、 貫 通 孔 を 有 す る 多 孔 質 担 体 で あ る こ と が
好 ま し い 。 多 孔 質 担 体 に 貫 通 孔 が な い 場 合 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter） 属 細 菌 の
培 養 液 が 、 多 孔 質 体 の 孔 の 内 部 ま で 入 り 込 む こ と が で き な い の に 対 し 、 多 孔 質 担 体 に 貫 通
孔 が あ る 場 合 は 、 当 該 多 孔 質 担 体 の 貫 通 孔 を エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter） 属 細 菌 の
培 養 液 が 通 過 す る こ と が で き 、 多 孔 質 担 体 の さ ら に 内 部 ま で エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enteroba
cter） 属 細 菌 が 入 り 込 む こ と が で き る 。 そ れ ゆ え 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter） 属
細 菌 の 多 孔 質 担 体 に 対 す る 固 定 化 量 を 向 上 さ せ る こ と が で き 、 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル 生 産
量 を さ ら に 向 上 さ せ る こ と が で き る と い う 効 果 を 奏 す る 。 上 記 貫 通 孔 を 有 す る 多 孔 質 担 体
は 、 既 述 の ナ ガ オ 株 式 会 社 製 : ペ レ ッ ト 状 セ ラ ミ ッ ク ス SP1-4、 協 和 エ ン ジ ニ ア リ ン グ 株
式 会 社 製 : ク ラ ゲ ー ル 、 株 式 会 社 サ ン バ イ オ 社 製 ： バ イ オ ポ ー ラ ス な ど が 利 用 可 能 で あ る
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。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 な お 使 用 す る 担 体 の 材 質 は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 例 え ば レ ン ガ 様 の 素 焼 き 材
； セ ラ ミ ッ ク ス 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 等 の 高 分 子 材 料 ； 木 材 チ ッ プ 、 セ ル ロ ー ス 等 の 生
体 高 分 子 化 合 物 が 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 製 造 方 法 に 使 用 す る 培 養 装 置 は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 公 知 の 培 養 装
置 を 適 宜 選 択 の 上 、 利 用 が 可 能 で あ る 。 図 ２ に 連 続 培 養 を 行 な う た め の 連 続 培 養 装 置 の 模
式 図 を 示 す 。 連 続 培 養 装 置 １ は 、 発 酵 槽 ２ 、 恒 温 ジ ャ ケ ッ ト ３ 、 恒 温 水 流 出 孔 ３ ａ 、 恒 温
水 流 入 孔 ３ ｂ 、 恒 温 水 槽 ３ ｃ 、 細 菌 固 定 化 多 孔 質 担 体 ４ 、 原 料 液 流 入 孔 ５ 、 発 酵 液 流 出 孔
６ 、 原 料 液 タ ン ク ７ 、 ポ ン プ ８ 、 排 気 口 ９ 、 ガ ス 回 収 槽 １ ０ と か ら な っ て い る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 原 料 液 は 原 料 液 タ ン ク ７ か ら ポ ン プ ８ に よ っ て 、 原 料 液 流 入 孔 ５ を 通 っ て 発 酵 槽 ２ に 供
給 さ れ る 。 原 料 液 は 、 細 菌 固 定 化 多 孔 質 担 体 ４ に 固 定 化 さ れ た エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Entero
bacter） 属 細 菌 に よ っ て 発 酵 す る 。 発 酵 後 の エ タ ノ ー ル を 含 む 発 酵 液 は 、 原 料 液 の 供 給 に
伴 い 発 酵 液 流 出 孔 ６ を 通 っ て 発 酵 槽 ２ 外 へ と 流 出 し 回 収 さ れ る 。 一 方 、 発 酵 生 産 さ れ た 水
素 ガ ス を 含 む 気 体 成 分 は 、 排 気 口 ９ を 通 っ て 発 酵 槽 ２ 外 へ と 排 出 さ れ 、 ガ ス 回 収 槽 １ ０ に
お い て 回 収 さ れ る よ う に な っ て い る 。 な お 発 酵 槽 ２ 内 の 温 度 は 、 発 酵 槽 の 外 側 面 を 覆 う よ
う に 設 け ら れ た 恒 温 ジ ャ ケ ッ ト ３ 内 に 恒 温 水 槽 ３ ｃ か ら 供 給 さ れ る 恒 温 水 に よ っ て 、 一 定
に 保 た れ て い る 。 恒 温 水 は 、 恒 温 水 槽 ３ ｃ か ら 恒 温 水 流 入 孔 ３ ｂ を 通 っ て 恒 温 ジ ャ ケ ッ ト
３ 内 に 供 給 さ れ 、 恒 温 水 流 出 孔 ３ ａ か ら 再 び 恒 温 水 槽 ３ ｃ に 戻 る と い う 要 領 に よ り 循 環 し
て い る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 上 記 の 連 続 培 養 に お い て 、 発 酵 槽 ２ 内 へ の 原 料 液 の 供 給 量 （ 以 下 、 原 料 液 希 釈 率 と い う
） の 好 適 な 条 件 は 、 用 い る 原 料 液 の 組 成 ， 多 孔 質 担 体 の 種 類 ， エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Entero
bacter） 属 細 菌 の 状 態 ， 培 養 条 件 等 に よ っ て 異 な る た め に 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、
０ ． ６ ｈ － １ 以 上 １ ． ２ ｈ － １ 以 下 が 好 ま し く 、 ０ ． ７ ｈ － １ 以 上 １ ． ２ ｈ － １ 以 下 が さ
ら に 好 ま し い 。 上 記 好 ま し い 範 囲 以 上 の 希 釈 率 で 原 料 液 を 供 給 す る と 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー
（ Enterobacter） 属 細 菌 の 発 酵 能 力 を 原 料 供 給 量 が 上 ま り 、 十 分 発 酵 し て い な い に も か か
わ ら ず 発 酵 槽 ２ 外 へ 流 出 し て し ま う 状 態 と な り 、 発 酵 効 率 が 下 が り 、 水 素 お よ び エ タ ノ ー
ル の 回 収 量 が 少 な く な っ て し ま う 。 一 方 、 上 記 好 ま し い 範 囲 以 下 の 希 釈 率 で 原 料 液 を 供 給
す る と 、 発 酵 は 十 分 に 進 む が 生 成 物 で あ る エ タ ノ ー ル 等 に よ っ て 菌 体 が 死 滅 し た り 、 雑 菌
の 汚 染 の 危 険 性 が 高 く な る た め に 好 ま し く な い 。 な お 「 希 釈 率 」 と は 、 １ 時 間 当 た り に 供
給 さ れ る 原 料 液 量 の 全 原 料 液 量 に 対 す る 割 合 の こ と で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 （ そ の 他 の 工 程 ）
　 本 発 明 に か か る 製 造 方 法 は 、 上 記 発 酵 工 程 の ほ か に 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter
） 属 細 菌 を 予 め 増 殖 さ せ て お く 前 培 養 工 程 、 多 孔 質 担 体 に 予 め エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Entero
bacter） 属 細 菌 を 固 定 化 し て お く 固 定 化 工 程 、 生 成 し た 水 素 ま た は エ タ ノ ー ル を 精 製 す る
精 製 工 程 、 生 成 し た 水 素 ま た は エ タ ノ ー ル を ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 で 分 析 す る 工 程 、
バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 燃 料 の 製 造 工 程 等 の 工 程 が 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ＜ ２ .本 発 明 に か か る キ ッ ト ＞
　 本 発 明 に か か る キ ッ ト は 、 上 記 本 発 明 に か か る 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 を 行 な
う た め の キ ッ ト で あ っ て 、 少 な く と も そ の 表 面 に 微 生 物 を 固 定 可 能 な 担 体 、 お よ び エ ン テ
ロ バ ク タ ー （ Enterobacter） 属 細 菌 が 含 ま れ る こ と を 特 徴 と し て い る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 に か か る キ ッ ト に 含 ま れ る 担 体 は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 上 記 ＜ １ ． 本
発 明 に か か る 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 ＞ の 項 に お い て 説 明 し た 種 々 の 担 体 を 適 宜
選 択 の 上 、 適 用 す れ ば よ い 。
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【 ０ ０ ７ １ 】
　 ま た 本 発 明 に か か る キ ッ ト に 含 ま れ る エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter） 属 細 菌 は 、 特
に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 上 記 ＜ １ ． 本 発 明 に か か る 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法
＞ の 項 に お い て 説 明 し た 各 種 細 菌 を 適 宜 選 択 の 上 、 適 用 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 上 記 の ほ か 、 本 発 明 に か か る キ ッ ト に は 、 上 記 ＜ １ ． 本 発 明 に か か る 水 素 お よ び エ タ ノ
ー ル の 製 造 方 法 ＞ の 項 に お い て 説 明 し た 説 示 し た バ イ オ リ ア ク タ ー （ 培 養 装 置 ） が 含 ま れ
て い て も よ く 、 さ ら に エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacter） 属 細 菌 の 生 育 ・ 増 殖 に 利 用 さ れ
る 成 分 と し て 酵 母 抽 出 液 、 カ ゼ イ ン 酵 素 分 解 物 、 ビ タ ミ ン 類 、 バ ッ フ ァ ー 成 分 、 お よ び 微
量 元 素 等 が 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 以 下 添 付 し た 図 面 に 沿 っ て 実 施 例 を 示 し 、 本 発 明 の 実 施 の 形 態 に つ い て さ ら に 詳 し く 説
明 す る 。 も ち ろ ん 、 本 発 明 は 以 下 の 実 施 例 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 細 部 に つ い て は 様
々 な 態 様 が 可 能 で あ る こ と は い う ま で も な い 。 さ ら に 、 本 発 明 は 上 述 し た 実 施 形 態 に 限 定
さ れ る も の で は な く 、 請 求 項 に 示 し た 範 囲 で 種 々 の 変 更 が 可 能 で あ り 、 そ れ ぞ れ 開 示 さ れ
た 技 術 的 手 段 を 適 宜 組 み 合 わ せ て 得 ら れ る 実 施 形 態 に つ い て も 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 に 含 ま
れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 〔 実 施 例 １ 〕 エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enterobacter)属 細 菌 の 水 素 生 産 能 の 検 討
　 各 種 エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enterobacter)属 細 菌 に つ い て グ ル コ ー ス か ら の 水 素 生 産 能 を 比
較 検 討 す る こ と に し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 （ 菌 株 ）
　 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ Enterobacter aerogenes Ｉ Ｆ Ｏ ８ ０ ２ ）
　 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ Enterobacter aerogenes Ｊ Ｃ Ｍ １ ２ ３ ５ ）
　 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ Enterobacter aerogenes Ｈ Ｕ １ ０ １ ）
　 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ゲ ル ゴ ビ エ （ Enterobacter gergoviae Ｊ Ｃ Ｍ １ ２ ３ ４ ）
　 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ク ロ ア カ エ （ Enterobacter cloacae Ｊ Ｃ Ｍ １ ２ ３ ２ ）
　 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ サ カ ザ キ （ Enterobacter sakazakii Ｊ Ｃ Ｍ １ ２ ３ ３ ）
　 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア ス ブ リ エ （ Enterobacter asburiae Ｊ Ｃ Ｍ ６ ０ ５ １ ）
　 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ カ ン セ ロ ゲ ヌ ス （ Enterobacter cancerogenus Ｊ Ｃ Ｍ ３ ９ ４ ３ ）
　 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア グ ロ メ ラ ン ス （ Enterobacter agglomerans Ｊ Ｃ Ｍ １ ２ ３ ６ ）
　 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア ム ン ル ゲ ヌ ス （ Enterobacter amnlgenus Ｊ Ｃ Ｍ １ ２ ３ ７ ）
　 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ イ ン テ ル メ ド ラ ス （ Enterobacter intermedlus Ｊ Ｃ Ｍ １ ２ ３ ８ ）
　 （ 培 地 ・ 培 養 方 法 ）
　 表 １ に 示 す 培 地 を 用 い た 。 表 1に 示 す 培 地 成 分 は 全 て 和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社 か ら 購 入 し
た も の を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 な お 培 養 は 、 初 発 ｐ Ｈ ６ ． ８ 、 ３ ７ ℃ 、 ２ ４ 時 間 静 置 培 養 を 行 な っ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 （ 水 素 測 定 法 ）
　 水 素 の 生 産 量 の 測 定 は 、 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 株 式 会 社 島 津 製 作 所 製 、 Ｇ Ｃ ８ Ａ ）
に て 行 な っ た 。 具 体 的 に は 、 『 Nishio N, Eguchi SY, Kawashima H, Nagai S. “ Mutual 
conversion between H2  plus CO 2  and formate by a formate-utilizing methanogen.” J
 Ferment Technol, 1983; 61(6):557-61』 の 記 載 に 準 じ て 行 な っ た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 （ 結 果 ）
　 表 ２ に 結 果 を 示 す 。 な お 表 ２ に は 、 グ ル コ ー ス の 消 費 量 (mM)、 水 素 生 成 量 （ Ｈ ２ （ mM）
） 、 お よ び 水 素 収 率 （ Ｈ ２ 収 率 （ mol/mol-glucose） ） を 示 し た 。 水 素 収 率 （ Ｈ ２ 収 率 （ m
ol/mol-glucose） ） と は 、 グ ル コ ー ス １ モ ル か ら 得 ら れ る 水 素 の モ ル 数 で あ る 。
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【 ０ ０ ８ ０ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ １ 】
　 上 記 表 ２ に よ れ ば 、 Enterobacter aerogenes Ｈ Ｕ １ ０ １ の 水 素 生 産 量 が ０ ． ６ ８ （ mol
/mol-glucose） 、 Enterobacter gergoviae Ｊ Ｃ Ｍ １ ２ ３ ４ の 水 素 生 産 量 が ０ ． ７ １ （ mol
/mol-glucose） で あ り 、 本 実 施 例 に お い て 検 討 し た エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enterobacter)属 細
菌 の 中 で 、 最 も 水 素 生 産 能 が 高 い 株 で あ る と い う こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ま た エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ Enterobacter aerogenes Ｉ Ｆ Ｏ ８ ０ ２ ） 、 エ
ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ Enterobacter aerogenes Ｊ Ｃ Ｍ １ ２ ３ ５ ） 、 エ ン テ ロ
バ ク タ ー ・ ゲ ル ゴ ビ エ （ Enterobacter gergoviae Ｊ Ｃ Ｍ １ ２ ３ ４ ） 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー
・ ク ロ ア カ エ （ Enterobacter cloacae Ｊ Ｃ Ｍ １ ２ ３ ２ ） 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ サ カ ザ キ
（ Enterobacter sakazakii Ｊ Ｃ Ｍ １ ２ ３ ３ ） に つ い て は 、 約 ０ .４ ～ ０ ． ５ （ mol/mol-gl
ucose） と 比 較 的 水 素 生 産 量 の 高 い も の で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 上 記 検 討 で は 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ Enterobacter aerogenes） に 属 す る
細 菌 は 、 い ず れ も 水 素 生 産 量 が 比 較 的 高 く （ ０ ． ４ ～ ０ ． ７ （ mol/mol-glucose） ） 、 水
素 生 産 菌 と し て 好 適 な 属 で あ る と い う こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 〔 実 施 例 ２ 〕 各 種 炭 素 源 に 対 す る Enterobacter aerogenes Ｈ Ｕ １ ０ １ の 水 素 お よ び エ
タ ノ ー ル の 生 産 量
　 （ 培 地 ・ 培 養 方 法 ）
　 表 １ に お け る グ ル コ ー ス を 各 種 炭 素 源 （ フ ル ク ト ー ス 、 ガ ラ ク ト ー ス 、 ソ ル ビ ト ー ル 、
マ ン ニ ト ー ル 、 グ リ セ ロ ー ル ） に 置 き 換 え た 各 培 地 を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 培 養 方 法 は 実 施 例 １ に 準 じ て 行 な っ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 （ 菌 株 ）
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　 上 記 実 施 例 １ に お い て 、 高 い 水 素 生 産 能 を 示 し た エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ En
terobacter aerogenes Ｈ Ｕ １ ０ １ ） を 用 い た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 （ 分 析 方 法 ）
　 エ タ ノ ー ル の 測 定 は 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ を 用 い て 行 な っ た 。 な お 測 定 方 法 は 、 Fukuzaki S, Chan
g Y-J, Nishio N, Nagai S.” Characteristics of granular metanogenic sludge grown 
on lactate in a UASB reactor”  J Ferment Bioeng, 1991;72(6):465-72 の 記 載 に 準 じ
た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 水 素 の 測 定 は 実 施 例 １ に 準 じ て 行 な っ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 （ 結 果 ）
　 各 発 酵 液 か ら 回 収 し た 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 収 率 を 表 ３ に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ １ 】
　 表 ３ の 結 果 に よ れ ば 、 Enterobacter aerogenes Ｈ Ｕ １ ０ １ は 、 グ リ セ ロ ー ル を 炭 素 源
と し て 用 い た 場 合 に お い て 、 最 も 高 い 水 素 収 率 （ ６ ． ６ ９ mmol/g-substrate） お よ び エ タ
ノ ー ル 収 率 （ ７ ． ０ ５ mmol/g-substrate） を 示 し た 。 よ っ て 、 Enterobacter aerogenes 
Ｈ Ｕ １ ０ １ に よ る 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 発 酵 生 産 の 炭 素 源 と し て は 、 グ リ セ ロ ー ル が 最
適 で あ る と い う こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 〔 実 施 例 ３ 〕 Enterobacter aerogenes Ｈ Ｕ １ ０ １ の 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 生 産 条 件
の 検 討 １ ： グ リ セ ロ ー ル 濃 度 の 検 討
　 （ 菌 株 ）
　 上 記 実 施 例 １ に お い て 、 高 い 水 素 生 産 能 を 示 し た エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ En
terobacter aerogenes Ｈ Ｕ １ ０ １ ） を 用 い た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 （ 培 地 ）
　 表 １ に 示 す 培 地 の グ ル コ ー ス を グ リ セ ロ ー ル に 置 き 換 え た 培 地 を 用 い た 。 な お 、 グ リ セ
ロ ー ル 濃 度 は 、 ５ ． ０ (g/l)、 １ ０ (g/l)、 ２ ５ (g/l)、 ５ ０ (g/l)と な る よ う に 調 整 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 （ 培 養 方 法 ）
　 ３ ７ ℃ 、 静 置 条 件 で 回 分 培 養 を 行 な っ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 （ 分 析 方 法 ）
　 水 素 の 測 定 は 実 施 例 １ に 記 載 の 方 法 と 同 様 に し た 。
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【 ０ ０ ９ ６ 】
　 エ タ ノ ー ル 、 １ ， ３ － プ ロ パ ン ジ オ ー ル 、 乳 酸 、 酢 酸 、 ギ 酸 は 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 測 定 し
た （ Fukuzaki S, Chang Y-J, Nishio N, Nagai S.” Characteristics of granular metan
ogenic sludge grown on lactate in a UASB reactor”  J Ferment Bioeng, 1991;72(6):
465-72 参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 （ 結 果 ）
　 表 ４ に は 、 各 種 グ リ セ ロ ー ル 濃 度 の 培 地 を 用 い た 場 合 の 、 炭 素 源 で あ る グ リ セ ロ ー ル が
完 全 に 消 費 さ れ る ま で に 生 産 し た 全 水 素 （ Ｈ ２ ） 量 、 全 エ タ ノ ー ル （ Ethanol） 量 、 全 乳
酸 (Lactate)量 、 全 酢 酸 (Acetate)量 、 全 １ ， ３ － プ ロ パ ン ジ オ ー ル (1,3-Propanediol)量
、 全 ギ 酸 (Formate)量 か ら 計 算 し た 炭 素 源 （ グ リ セ ロ ー ル ） 当 り の 収 率 を 示 し た 。 な お 表
４ 中 の 「 Consumption time(hr)」 は 、 炭 素 源 で あ る グ リ セ ロ ー ル が 完 全 に 消 費 さ れ る ま で
の 時 間 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 表 ４ の 結 果 よ り 、 グ リ セ ロ ー ル 濃 度 が 高 く な る に つ れ て 、 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル 生 産 量
が 減 少 し て い た 。 一 方 、 グ リ セ ロ ー ル 濃 度 が 高 く な る に つ れ て 、 副 生 成 物 で あ る 乳 酸 、 酢
酸 量 、 １ ， ３ － プ ロ パ ン ジ オ ー ル が 増 加 し て い た 。 よ っ て 、 培 地 （ 原 料 液 ） 中 に 含 ま れ る
グ リ セ ロ ー ル 濃 度 は 、 １ ０ (g/l)以 下 で あ る こ と が 好 ま し い と い う こ と が 分 か っ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 〔 実 施 例 ４ 〕 Enterobacter aerogenes Ｈ Ｕ １ ０ １ の 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 生 産 条 件
の 検 討 ２ ： 塩 濃 度 の 検 討
　 （ 菌 株 ）
　 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ Enterobacter aerogenes Ｈ Ｕ １ ０ １ ） を 用 い た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 （ 培 地 ・ 培 養 方 法 ）
　 表 １ に 示 す 培 地 か ら Yeast extract（ 酵 母 抽 出 物 ） お よ び Trypton（ カ ゼ イ ン 酵 素 分 解 物
） を 除 き 、 グ ル コ ー ス を グ リ セ ロ ー ル に 置 き 換 え 、 さ ら に Ｎ ａ Ｃ ｌ を ０ （ ％ ） 、 ０ ． ５ （
％ ） 、 １ （ ％ ） 、 ３ （ ％ ） と な る よ う に 調 整 し た 培 地 を そ れ ぞ れ 用 い た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 培 養 方 法 は 、 ３ ７ ℃ 、 ２ ４ 時 間 静 置 培 養 を 行 な っ た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 （ 結 果 ）
　 表 ５ に 結 果 を 示 す 。 表 ５ に は 水 素 生 産 量 （ Ｈ ２  (mM)） 、 お よ び 残 存 グ リ セ ロ ー ル 濃 度
（ (Residual Glycerol(mM))を 示 し た 。
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【 ０ １ ０ ４ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ５ 】
　 表 ５ に よ れ ば Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 が 、 高 く な る に つ れ て 、 残 存 グ リ セ ロ ー ル 濃 度 が 高 く な る と
と も に 水 素 生 産 量 が 減 少 し て い る と い う こ と が 分 か っ た 。 し た が っ て 原 料 液 中 に 含 ま れ る
Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 は 低 い ほ ど よ い と い う こ と が い え る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 〔 実 施 例 ５ 〕 Enterobacter aerogenes Ｈ Ｕ １ ０ １ の 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 生 産 条 件
の 検 討 ３ ： 窒 素 源 濃 度 の 検 討
　 （ 菌 株 ）
　 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ Enterobacter aerogenes Ｈ Ｕ １ ０ １ ） を 用 い た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 （ 培 地 ・ 培 養 方 法 ）
　 表 １ に 示 す 培 地 か ら Yeast extract（ 酵 母 抽 出 物 ） お よ び Trypton（ カ ゼ イ ン 酵 素 分 解 物
） を 除 き 、 グ ル コ ー ス を グ リ セ ロ ー ル に 置 き 換 え 、 さ ら に （ Ｎ Ｈ ４ ） ２ Ｓ Ｏ ４ を ０ ． １ （
g/l） 、 １ (g/l)、 ５ (g/l)、 １ ０ (g/l)と な る よ う に 調 整 し た 培 地 を そ れ ぞ れ 用 い た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 培 養 方 法 は 、 ３ ７ ℃ 、 ２ ４ 時 間 静 置 培 養 を 行 な っ た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 （ 結 果 ）
　 表 ６ に 結 果 を 示 す 。 表 ６ に は 水 素 生 産 量 （ Ｈ ２  (mM)） 、 お よ び 残 存 グ リ セ ロ ー ル 濃 度
（ (Residual Glycerol(mM))を 示 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ １ 】
　 表 ６ に よ れ ば （ Ｎ Ｈ ４ ） ２ Ｓ Ｏ ４ が １ (g/l)の 濃 度 の 時 に 水 素 生 産 量 が 最 大 と な り 、 残
存 グ リ セ ロ ー ル 濃 度 が 最 小 と な っ た 。 よ っ て 、 窒 素 源 と し て 原 料 液 中 に 含 ま れ る （ Ｎ Ｈ ４

） ２ Ｓ Ｏ ４ の 濃 度 は １ (g/l)含 ま れ て い る こ と が 好 ま し い と い う こ と が 分 か っ た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 〔 実 施 例 ６ 〕 Enterobacter aerogenes Ｈ Ｕ １ ０ １ の 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 生 産 条 件
の 検 討 ３ ： マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン 濃 度 の 検 討
　 （ 菌 株 ）
　 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ Enterobacter aerogenes Ｈ Ｕ １ ０ １ ） を 用 い た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 （ 培 地 ・ 培 養 方 法 ）
　 表 １ に 示 す 培 地 か ら Yeast extract（ 酵 母 抽 出 物 ） お よ び Trypton（ カ ゼ イ ン 酵 素 分 解 物
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） を 除 き 、 グ ル コ ー ス を グ リ セ ロ ー ル に 置 き 換 え 、 さ ら に Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ ・ ７ Ｈ ２ Ｏ を ０ ． ２
５ （ g/l） 、 ０ ． ５ (g/l)、 １ (g/l)と な る よ う に 調 整 し た 培 地 を そ れ ぞ れ 用 い た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 培 養 方 法 は 、 ３ ７ ℃ 、 ２ ４ 時 間 静 置 培 養 を 行 な っ た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 （ 結 果 ）
　 表 ７ に 結 果 を 示 す 。 表 ７ に は 水 素 生 産 量 （ Ｈ ２  (mM)） 、 お よ び 残 存 グ リ セ ロ ー ル 濃 度
（ (Residual Glycerol(mM))を 示 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ７ 】
　 表 ７ に よ れ ば Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ が ０ ． ２ ５ (g/l)の 濃 度 の 時 に 水 素 生 産 量 が 最 大 と な り 、 残 存
グ リ セ ロ ー ル 濃 度 が 最 小 と な っ た 。 よ っ て 、 Ｍ ｇ イ オ ン 供 給 源 と し て 原 料 液 中 に 含 ま れ る
Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ の 濃 度 は ０ ． ２ ５ (g/l)含 ま れ て い る こ と が 好 ま し い と い う こ と が 分 か っ た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 〔 実 施 例 ７ 〕 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 を 用 い た Enterobacter aerogenes Ｈ Ｕ １ ０ １ に よ
る 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 発 酵 生 産
　 （ 菌 株 ）
　 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ Enterobacter aerogenes Ｈ Ｕ １ ０ １ ） を 用 い た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 （ 原 料 液 （ 培 地 ） ）
　 以 下 表 ８ に 示 す 組 成 の バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 に 、 表 １ に 示 す 成 分 の う ち グ ル コ ー ス を 除
く 成 分 を 加 え て 調 製 し た 原 料 液 （ 以 下 、 「 複 合 原 料 液 」 と い う ） 、 ま た は 表 １ に 示 す 成 分
の う ち グ ル コ ー ス 、 Trypton（ カ ゼ イ ン 酵 素 消 化 物 ） 、 お よ び Yeast extract（ 酵 母 抽 出 物
） を 除 く 成 分 を 加 え て 調 製 し た 原 料 液 （ 以 下 、 「 合 成 原 料 液 」 と い う ） を 培 地 と し て 用 い
た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 な お 、 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 の 希 釈 率 の 違 い に よ っ て 、 原 料 液 に 含 ま れ る グ リ セ ロ ー ル
濃 度 が 、 そ れ ぞ れ １ ． ７ (g/l)、 ３ ． ３ (g/l)、 １ ０ (g/l)と な っ た 原 料 液 を 用 い て 試 験 を
行 な っ た 。
【 ０ １ ２ １ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ２ 】
　 （ 培 養 方 法 ）
　 ３ ７ ℃ 、 静 置 条 件 で 回 分 培 養 を 行 な っ た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 （ 分 析 方 法 ）
　 上 記 実 施 例 に 準 じ て 行 な っ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 （ 結 果 ）
　 表 ９ に は 、 各 種 グ リ セ ロ ー ル 濃 度 の 培 地 を 用 い た 場 合 の 、 炭 素 源 で あ る グ リ セ ロ ー ル が
完 全 に 消 費 さ れ る ま で に 生 産 し た 全 水 素 （ Ｈ ２ ） 量 、 全 エ タ ノ ー ル （ Ethanol） 量 、 全 乳
酸 (Lactate)量 、 全 酢 酸 (Acetate)量 、 全 １ ， ３ － プ ロ パ ン ジ オ ー ル (1,3-Propanediol)量
、 全 ギ 酸 (Formate)量 か ら 計 算 し た 炭 素 源 （ グ リ セ ロ ー ル ） 当 り の 収 率 を 示 し た 。 な お 表
８ 中 の 「 Consumption time(hr)」 は 、 炭 素 源 で あ る グ リ セ ロ ー ル が 完 全 に 消 費 さ れ る ま で
の 時 間 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ５ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ６ 】
　 ま た 表 ９ 中 「 with medium」 は 「 複 合 原 料 液 」 の 結 果 を 示 し 、 「 without medium」 は 、
「 合 成 原 料 液 」 の 結 果 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ７ 】
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　 表 ９ に よ れ ば 、 グ リ セ ロ ー ル 濃 度 が 最 も 低 い １ ． ７ （ g/l） の 場 合 が 、 最 大 の 水 素 お よ
び エ タ ノ ー ル の 収 率 を 示 し 、 ま た こ の 時 、 副 生 成 物 で あ る 乳 酸 (Lactate)、 酢 酸 (Acetate)
、 １ ， ３ － プ ロ パ ン ジ オ ー ル (1,3-Propanediol)、 ギ 酸 (Formate)の 収 率 が 最 も 低 い と い う
こ と が 分 か っ た 。 さ ら に は グ リ セ ロ ー ル を 消 費 す る ま で の 時 間 が 早 い と い う こ と が 分 か っ
た 。 こ れ は 実 施 例 ３ を 再 現 す る 結 果 で あ り 、 バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 を 含 む 原 料 液 を 用 い た
場 合 で あ っ て も グ リ セ ロ ー ル 濃 度 が 低 い ほ ど 、 効 率 良 く か つ 高 純 度 に 水 素 お よ び エ タ ノ ー
ル を 生 産 す る こ と が で き る と い う こ と が わ か っ た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 ま た 、 図 ３ に グ リ セ ロ ー ル 濃 度 が １ ０ （ g/l） の 複 合 原 料 液 （ 図 ３ （ ａ ） に 示 す ） 、 お
よ び 合 成 原 料 液 （ 図 ３ （ ｂ ） に 示 す ） の 場 合 の 各 種 成 分 の 経 時 変 化 を 示 し た 。 図 ３ 中 黒 丸
の シ ン ボ ル は グ リ セ ロ ー ル の 消 費 率 を 示 す 結 果 を 示 し 、 黒 ひ し 形 の シ ン ボ ル は エ タ ノ ー ル
の 生 産 量 を 示 し 、 白 丸 の シ ン ボ ル は 水 素 の 生 産 量 を 示 し 、 白 ひ し 形 の シ ン ボ ル は １ ， ３ －
プ ロ パ ン ジ オ ー ル の 生 産 量 を 示 し 、 白 三 角 の シ ン ボ ル は 乳 酸 の 生 産 量 を 示 し 、 ア ス タ リ ス
ク の シ ン ボ ル が ギ 酸 の 生 産 量 を 示 し 、 黒 三 角 の シ ン ボ ル は 酢 酸 の 生 産 量 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 図 ３ お よ び 上 記 表 ８ の 結 果 か ら 、 合 成 原 料 液 に 比 べ て 複 合 原 料 が 明 ら か に 、 水 素 お よ び
エ タ ノ ー ル の 収 率 が 高 く 、 ま た 発 酵 速 度 が 速 い と い う こ と が 分 か っ た 。 し た が っ て 、 原 料
液 に は Yeast extract（ 酵 母 抽 出 物 ） 、 Tripton（ カ ゼ イ ン 酵 素 分 解 物 ） が 含 ま れ て い る こ
と が 好 ま し い と い う こ と が い え る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 〔 実 施 例 ８ 〕 連 続 培 養 に よ る 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル 発 酵 生 産
　 （ 菌 株 ）
　 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ Enterobacter aerogenes Ｈ Ｕ １ ０ １ ） を 用 い た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 （ 装 置 ）
　 連 続 培 養 装 置 は 、 自 作 の ガ ラ ス 製 カ ラ ム 型 リ ア ク タ ー （ 直 径 ２ ． ７ ｃ ｍ × 高 さ １ ７ ｃ ｍ
、 容 量 ６ ０ ｍ ｌ ） 。 そ の 概 略 は 図 ２ に 示 す と お り で あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 （ 原 料 液 （ 培 地 ） ）
　 実 施 例 ７ に お い て 調 製 し た 複 合 原 料 液 （ グ リ セ ロ ー ル 濃 度 １ ０ g/l） 、 ま た は 表 １ に 示
す 培 地 の グ ル コ ー ス を グ リ セ ロ ー ル （ グ リ セ ロ ー ル 濃 度 １ ０ g/l） に 置 き 換 え た 培 地 （ 以
下 、 「 グ リ セ ロ ー ル 原 料 液 」 と い う ） を 用 い た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 （ 培 養 方 法 ）
　 培 養 温 度 ３ ７ ℃ で 連 続 培 養 を 行 な っ た 。 ま た 培 養 液 の 希 釈 率 は ０ ． １ ｈ － １ ～ １ ． ６ ｈ
－ １ の 間 で 適 宜 変 更 し て 各 々 試 験 を 行 な っ た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 発 酵 槽 内 に は 、 多 孔 質 担 体 と し て 発 泡 錬 石 （ ナ ガ オ 株 式 会 社 製 : ペ レ ッ ト 状 セ ラ ミ ッ ク
ス SP3平 均 粒 子 径 １ ０ ｍ ｍ ） を 導 入 し て 培 養 を 行 な っ た 。 な お 比 較 と し て 上 記 発 泡 錬 石 を
導 入 せ ず に 培 養 を 行 な っ た 場 合 に つ い て も 検 討 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 （ 分 析 方 法 ）
　 上 記 実 施 例 に 準 じ て 行 な っ た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 （ 結 果 ）
　 図 ４ に 複 合 原 料 液 を 原 料 と し 、 発 泡 錬 石 を 導 入 し て 培 養 を 行 な っ た 場 合 の 結 果 を 示 し た
。 図 ４ （ ａ ） は 水 素 生 産 速 度 (mmol/l/h)を 示 し 、 図 ４ （ ｂ ） は 各 種 成 分 の 濃 度 (mM)を 示 し
た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 ま た 図 ５ に は 比 較 例 と し て 、 複 合 原 料 液 を 原 料 と し 、 発 泡 錬 石 を 導 入 せ ず に 培 養 を 行 な
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っ た 場 合 の 結 果 を 示 し た 。 図 ５ （ ａ ） は 水 素 生 産 速 度 (mmol/l/h)を 示 し 、 図 ５ （ ｂ ） は 各
種 成 分 の 濃 度 (mM)を 示 し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 ま た 図 ６ に は 比 較 例 と し て 、 グ リ セ ロ ー ル 原 料 液 を 原 料 と し 、 発 泡 錬 石 を 導 入 せ ず に 培
養 を 行 な っ た 場 合 の 結 果 を 示 し た 。 図 ６ （ ａ ） は 水 素 生 産 速 度 (mmol/l/h)を 示 し 、 図 ６ （
ｂ ） は 各 種 成 分 の 濃 度 (mM)を 示 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 な お 図 ４ （ ｂ ） 、 図 ５ （ ｂ ） 、 図 ６ （ ｂ ） に お け る 各 シ ン ボ ル は 、 黒 ひ し 形 は エ タ ノ ー
ル 、 黒 丸 が グ リ セ ロ ー ル 、 白 三 角 が 乳 酸 、 黒 三 角 が 酢 酸 、 白 ひ し 形 が １ ， ３ － プ ロ パ ン ジ
オ ー ル 、 ア ス タ リ ス ク が ギ 酸 の 結 果 を そ れ ぞ れ 示 し て い る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 図 ４ と 図 ５ の 結 果 を 比 較 す る と 、 発 泡 錬 石 を 使 用 せ ず に 培 養 を 行 っ た 場 合 は 、 希 釈 率 ０
． ７ ｈ － １ の 時 に 最 良 の 結 果 を 示 し 、 水 素 生 産 速 度 ３ ０ （ mmol/l/h） 、 エ タ ノ ー ル 生 産 量
８ ０ （ ｍ M） で あ っ た （ 図 ５ （ ａ ） （ ｂ ） ） 。 一 方 発 泡 錬 石 を 使 用 し て 培 養 を 行 っ た 場 合
は 、 希 釈 率 １ ． ２ ｈ － １ の 時 に 最 良 の 結 果 を 示 し 、 水 素 生 産 速 度 ６ ３ （ mmol/l/h） 、 エ タ
ノ ー ル 生 産 量 ８ ８ （ mM） で あ っ た （ 図 ４ （ ａ ） （ ｂ ） ） 。 し た が っ て 発 泡 錬 石 を 使 用 す る
こ と で 、 水 素 生 産 速 度 が ２ ． ２ 倍 に 増 加 し 、 エ タ ノ ー ル 生 産 量 が １ ． ２ 倍 に 増 加 す る と い
う 顕 著 な 効 果 が 得 ら れ る と い う こ と が 分 か っ た 。 こ の 図 ４ に 示 す 結 果 は 、 グ リ セ ロ ー ル 原
料 液 （ 発 泡 錬 石 使 用 せ ず ） の 場 合 の 結 果 （ 希 釈 率 １ ． ３ ｈ － １ の 時 、 水 素 生 産 速 度 ８ ０ （
mmol/l/h） 、 エ タ ノ ー ル 生 産 量 ８ ４ （ mM） 、 図 ６ （ ａ ） （ ｂ ） ） と 遜 色 の 無 い も の で あ り
、 本 発 明 に か か る 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 生 産 方 法 が 、 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 生 産 量 、
廃 棄 物 の 有 効 利 用 の 観 点 、 コ ス ト 面 等 に お い て 極 め て 優 れ て い る と い う こ と が 分 か っ た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ １ ４ １ 】
　 上 記 説 示 し た よ う に 、 本 発 明 に か か る 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 の よ れ ば 、 バ イ
オ デ ィ ー ゼ ル 燃 料 製 造 時 の 副 生 成 物 と し て 廃 棄 さ れ て い た バ イ オ デ ィ ー ゼ ル 廃 液 か ら 、 燃
料 電 池 用 燃 料 、 燃 料 等 に 有 効 な 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル を 効 率 的 か つ 簡 便 に 回 収 す る こ と が
可 能 と な る 。 ま た 自 然 界 に 存 在 す る 微 生 物 の 発 酵 に よ っ て 製 造 す る こ と か ら 、 環 境 負 荷 の
少 な い エ ネ ル ギ ー 製 造 手 段 で あ る と い え る 。 よ っ て 本 発 明 は 、 バ イ オ マ ス の 有 効 利 用 を 行
な う た め の 極 め て 優 れ た 手 段 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 本 発 明 に か か る 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 は 、 本 発 明 者 ら が 開 発 し た 高 速 メ タ ン
発 酵 プ ロ セ ス （ 特 開 ２ ０ ０ １ － １ ４ ９ ９ ８ ３ 号 公 報 参 照 ） と 連 結 さ れ る こ と に よ り 、 さ ら
に 有 効 な 発 酵 プ ロ セ ス を 実 現 す る こ と が で き る 。 Ｕ Ａ Ｓ Ｂ リ ア ク タ ー に 代 表 さ れ る 高 速 メ
タ ン 発 酵 法 は 、 ビ ー ル 工 場 廃 液 を 始 め と す る 食 品 廃 水 処 理 方 法 と し て 、 近 年 広 範 囲 に 利 用
さ れ て い る 。 本 発 明 者 ら は 、 上 記 高 速 メ タ ン 発 酵 法 は 、 有 機 酸 は も ち ろ ん エ タ ノ ー ル 、 フ
ェ ノ ー ル な ど の 廃 水 も 良 好 に 処 理 可 能 で あ り 、 こ の 時 メ タ ン が 回 収 さ れ る こ と を 報 告 し て
い る 。 よ っ て 、 本 発 明 に か か る 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 を 行 な う た め の 連 続 発 酵
槽 を １ 槽 目 と し 、 上 記 高 速 メ タ ン 発 酵 槽 を ２ 槽 目 と し た 発 酵 プ ロ セ ス を 構 築 す れ ば 、 １ 槽
目 で 得 ら れ た 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル 、 並 び に ２ 槽 目 で 得 ら れ る メ タ ン を 燃 料 電 池 等 の 燃 料
と し て 利 用 し 、 当 該 発 酵 プ ロ セ ス の 運 転 に 必 要 な 電 力 を 供 給 す る こ と が で き る よ う に な る
。 さ ら に は 燃 料 電 池 か ら の 廃 熱 を 利 用 し て 発 酵 プ ロ セ ス の 温 度 制 御 に 利 用 す る こ と が で き
る 。 し た が っ て 、 バ イ オ マ ス 資 源 の 限 り な く 有 効 に 利 用 す る こ と が で き る 廃 水 、 廃 液 処 理
シ ス テ ム を 構 築 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 よ っ て 本 発 明 は 、 食 品 工 業 、 化 学 工 業 、 エ ネ ル ギ ー 産 業 等 広 範 な 産 業 に お い て 廃 水 、 廃
液 処 理 の 工 程 と し て 利 用 が 可 能 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ４ ４ 】
【 図 １ 】 エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enterobacter)属 細 菌 の グ リ セ ロ ー ル の 代 謝 経 路 を 示 す 模 式 図
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で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 製 造 方 法 に 利 用 可 能 な 連 続 培 養 装 置 （ 一 例 ） の
概 略 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ （ ａ ） は 実 施 例 ７ に お い て 複 合 原 料 液 を 用 い て 水 素 お よ び エ タ ノ ー ル を 生 産
し た 際 の 、 グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 水 素 、 １ ， ３ － プ ロ パ ン ジ オ ー ル 、 乳 酸 、 ギ 酸 、
酢 酸 の 各 濃 度 の 経 時 変 化 を 示 す 折 れ 線 図 で あ り 、 図 ３ （ ｂ ） は 合 成 原 料 液 を 用 い て 水 素 お
よ び エ タ ノ ー ル を 生 産 し た 際 の 、 グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 水 素 、 １ ， ３ － プ ロ パ ン ジ
オ ー ル 、 乳 酸 、 ギ 酸 、 酢 酸 の 各 濃 度 の 経 時 変 化 を 示 す 折 れ 線 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 実 施 例 ８ に お い て 、 複 合 原 料 液 を 原 料 と し 、 発 泡 錬 石 を 導 入 し て 連 続 培 養
を 行 な っ た 結 果 を 示 し て お り 、 図 ４ （ ａ ） は 水 素 生 産 速 度 (mmol/l/h)を 示 す 折 れ 線 図 で あ
り 、 図 ４ （ ｂ ） は グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 水 素 、 １ ， ３ － プ ロ パ ン ジ オ ー ル 、 乳 酸 、
ギ 酸 、 酢 酸 の 濃 度 (mM)を 示 す 折 れ 線 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 実 施 例 ８ に お け る 比 較 例 と し て 、 複 合 原 料 液 を 原 料 と し 、 発 泡 錬 石 を 導 入
せ ず に 連 続 培 養 を 行 な っ た 結 果 を 示 し て お り 、 図 ５ （ ａ ） は 水 素 生 産 速 度 (mmol/l/h)を 示
す 折 れ 線 図 で あ り 、 図 ５ （ ｂ ） は グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 水 素 、 １ ， ３ － プ ロ パ ン ジ
オ ー ル 、 乳 酸 、 ギ 酸 、 酢 酸 の 濃 度 (mM)を 示 す 折 れ 線 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 実 施 例 ８ に お け る 比 較 例 と し て 、 グ リ セ ロ ー ル 原 料 液 を 原 料 と し 、 発 泡 錬
石 を 導 入 せ ず に 連 続 培 養 を 行 な っ た 結 果 を 示 し て お り 、 図 ６ （ ａ ） は 水 素 生 産 速 度 (mmol/
l/h)を 示 す 折 れ 線 図 で あ り 、 図 ６ （ ｂ ） は グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 水 素 、 １ ， ３ － プ
ロ パ ン ジ オ ー ル 、 乳 酸 、 ギ 酸 、 酢 酸 の 濃 度 (mM)を 示 す 折 れ 線 図 で あ る 。
【 符 号 の 説 明 】
【 ０ １ ４ ５ 】
　 １ 　 　 　 連 続 培 養 装 置
　 ２ 　 　 　 発 酵 槽
　 ３ 　 　 　 恒 温 ジ ャ ケ ッ ト
　 ３ ａ 　 　 恒 温 水 流 出 孔
　 ３ ｂ 　 　 恒 温 水 流 入 孔
　 ３ ｃ 　 　 恒 温 水 槽
　 ４ 　 　 　 細 菌 固 定 化 多 孔 質 担 体
　 ５ 　 　 　 原 料 液 流 入 孔
　 ６ 　 　 　 発 酵 液 流 出 孔
　 ７ 　 　 　 原 料 液 タ ン ク
　 ８ 　 　 　 ポ ン プ
　 ９ 　 　 　 排 気 口
　 １ ０ 　 　 ガ ス 回 収 槽
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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