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１．はじめに 

糖分を多く含む有機性廃棄物の資源化技術として，

材料の滅菌を必要としない高温L-乳酸発酵の検討を

筆者らは進めてきた．例えば，家庭から排出された

生ごみ 1)や農作物の非可食部 2)などを材料に，高温

L-乳酸発酵を実施してきた．有機性廃棄物中に存在

する糖分としては，発酵において速やかに資化され

る単糖類，二糖類のほか，食物由来であればでんぷ

ん，植物構造体由来であればセルロースといった多

糖類がある．一般に，多糖類を発酵利用する際は，

発酵の前段として糖化（加水分解）が必要とされる．

ただし，でんぷんに関しては，これを加水分解でき

る微生物種は非常に多く，発酵方法によっては前段

の糖化を必要としない． 
高温 L-乳酸発酵は，土壌細菌である Bacillus 

coagulans によって主になされ 3)，この種はでんぷ

んの糖化能を有する．したがって，でんぷんの利用

において高温 L-乳酸発酵は糖化の必要がない．一方

で，B. coagulans のみを用いた L-乳酸発酵では，で

んぷんの利用率が低いことを経験として得ている．

でんぷん糖化を含めた高温 L-乳酸発酵は，滅菌を実

施していないことから B. coagulans のみが機能し

ているとは考え難く，でんぷん糖化に関しては他菌

種の貢献も期待される． 
本研究では，でんぷん糖化効率の向上を目的に，

高温条件でも生育できるでんぷん糖化能を有する菌

株を高温 L-乳酸発酵へ意図的に導入し，発酵槽内の

菌種の消長を観察した．これら導入した菌種は発酵

槽内で存在し，少なくとも L-乳酸発酵を妨げないこ

とを確認したことからそれらを報告する． 
 
２．実験方法 

2.1 生ごみでんぷん培地と発酵条件 

 生ごみの組成調査を基にした人工生ごみ 3)を用い

た．人工生ごみを蒸留水で 3 倍に希釈し，可溶性で

んぷん（和光純薬，一級）を 20 g/L となるように添

加し，これを生ごみでんぷん培地として発酵に供し

た．発酵では，容量 1 L の発酵槽 1)を用いた．発酵

条件は，55℃で pH6 とした．発酵は 2 回行ったが，

ほぼ同様の結果となったことからそのうちの一方を

以下の結果で示す． 
 
2.2 植種 

 L-乳酸生成菌として B. coagulans JCM2258 株を，

でんぷん糖化酵素誘導菌として畑土壌より単離した

s2 株 （ Aneurinibacillus sp. と 推 定 ）， s3 株

（Geobacillus sp.と推定）を用いた．さらに，コンタ

ミネーションを目的に，畑土壌培養液を添加した．

いずれの植種源も，でんぷんを主要基質とする培地

にて 24 時間前培養（55℃，振とう）した． 前培養

液の添加量は，生ごみでんぷん培地に対して各々

0.5％量とした． 
 
2.3 分析方法 

 単 糖 類 ・ 二 糖 類 は HPLC （ カ ラ ム 
SUGAR-SP0810；検出器 RI）を用いた．全糖は，4N 
HCl 中で 100℃，4 時間加水分解し，中和後の単糖

類・二糖類量で評価した．でんぷんは，F キットス

ターチを用いた．D,L-乳酸は，HPLC（カラム 
OA-5000；検出器 UV 254 nm）を用いた．でんぷ

んの糖化活性であるアミラーゼ活性はヨウ素でんぷ

ん反応を用いた 4)．生菌数は，でんぷんを主要基質

とする寒天培地により求めた．コロニーの菌種推定

では，DNA 抽出後，16S rDNA（10F-800R プライ

マーを使用）により菌種推定した． 
 PCR-DGGE は，DNA の抽出から手順まで既報 1)

と同様とした．ただし，変性剤の濃度勾配を 35-65％
とした．DGGE マーカーは，DGGE Makker II（ニ

ッポンジーン）を用いた．Substrate-SDS-PAGE は，

Martinez et al 5)の手順に準拠した．マーカーは，プ

レシジョン Plus デュアルスタンダート（250 kDa
～10 kDa，Bio-rad）を使用した． 
 
３．結果および考察 

3.1. 生ごみでんぷん培地の変化 

 培養結果を図 1 に示す．乳酸発酵について，減少
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