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Synopsis

 Eighty-seven bacteria were isolated from food wastes compost and approximately 60% of the isolated 

bacteria were identified as Bacillus spp. The other isolates were identified as the actinomycetes 

Streptomyses spp., the fungi Aspergillus spp. and the yeasts Candida spp.. Especially, three isolates, 

identified as Bacillus  coagulans(No.120 and 132) and Flavobacterium balustinum No.108, produced 

enzymes containing amylase, protease, lipase and cellulase. Inoculation of these three isolates into 

food wastes produced a considerable reduction in the compost time and an improvement in the quality of 

the compost.
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緒 言

有機性廃棄物の処理を巡 っては、焼却に伴 う炭

酸ガスの増加や近年話題になっているダイオキシ

ンなどの有害物質や環境ホルモンなどの発生、最

終処理場の逼迫、処理 コス トの増加など多 くの問

題がある。有機性廃棄物は本来再資源化が可能で

あ り、コンポス ト等の利用が進められてお り、都

市固形廃棄物や下水汚泥、家畜糞尿など様々な原

料1`6)を用いたコンポス ト化に関する研究は数多 く

されている。 しか し、都市固形廃棄物や下水汚泥

には重金属などの有害物質の危険性7>や 、プラス

チックやガラスな どの混入は製品としてのコンポ

ス トの品質を低下させるため、有効利用上の問題

となっている。また、食品工業 における廃棄物に

関する研究 は少な く、 コー ヒー抽出粕8'10)、ミカ

ン搾汁粕11'12)のコンポス ト化について検討されて

いるが実用規模には達していない。 しかしながら、

食品産業由来の廃棄物は、有害物質の含有等の安

全面でも問題が少ないため、 コンポス ト化への研

究が今後さらに進むもの と考 えられ、コンポス ト

原料 としての利用が増加する可能性は高い。これ

らのことか らコンポス ト化は良質な有機質肥料の

供給を行 うことによる土壌の改善 ・向上 と、大量

に排出される有機性廃棄物の処理 と再資源化、周

辺環境への負荷の低減の二面性を有 していると思

われる。

コンポス トの生産では一般に2つ の発酵段階に

分けられる。まず原料 となる有機性廃棄物へ分解

を促進させるための種菌 として有機質肥料や活性

汚泥、市販の促進剤を加え、さらに水分調整のた

め藁やおが くず、木材チップを加えている。一次

発酵では比較的分解されやすいデンプンやタンパ

ク質が微生物によって分解され、この混合物は一

斉に微生物の分解を受けるためその品温は60～

80℃ にも達する。この期間は一次発酵と呼ぼれ約

1ケ 月ほ どあり、この高温により混合物中に存在

する植物病原菌や雑草の種子、腸内細菌などが死

滅 し13)、作物にとって害の少ない、また衛生的な

ものとなる。二次発酵では品温が低下 し、一次発

酵で分解されにくかったセルロースや リグニンな

どが約1～4ケ 月かけて分解される。この発酵期

間を短縮することは、有機性廃棄物の処理期間の

縮小だけでな く、その処理量の増加にもつながる

ものと考えられる。発酵期間中では様々な微生物

が活動 し分解を行 っていることから、発酵期間を

短縮する一つの方法としてそこに生存する微生物

が要求する水分、酸素量、温度制御な どの環境が

挙げられる。 もう一つに分解を促進させる微生物

の添加が考えられ、種菌 として用いる有機質肥料

や活性汚泥中に生存する微生物よりもさらに有機

性廃棄物の分解力を持った微生物の添加をするこ

とで、より発酵を活発化させ発酵期間を短縮させ

ることが挙げられる14)。

食品廃棄物にはデンプン ・タンパク質 ・脂質 ・

セルロースが多 く含まれていると考えられる。 こ

れ らの分解能が高い微生物を種菌 として使用すれ

ば、廃棄物の処理期間の短縮や処理量の増大、環

境負荷の低減が期待される。本研究では市販のコ

ンポス トからこれらの分解能の高い微生物の単離

と、 この微生物を用いたコンポス ト製造における

成分の変化及び発酵条件の検討を行った。

実験方法

1.種菌のスク リーニング

有用菌のスクリーニングは、市販のコンポス ト

を分離源 として行 った。コンポス トは滅菌済生理

食塩水にて10倍 段階希釈を行い、細菌は普通寒天

培地(日 水製薬株式会社製)、 放線菌はショ糖 ・硝

酸塩寒天培地を用いて37℃ 、3日 間培養した。糸

状菌はPDA培 地(日 水製薬株式会社製)、 酵母は

MY寒 天培地を用いて28℃ 、7日 間培養 した。生

じたコロニーはそれぞれ同様の培地のスラントに

植菌し培養後、供試菌株 として用いるまで4℃ で

保存 した15)。

2.ア ミラーゼテス ト

デンプン分解菌の1次 スクリーニングは、供試

菌をTablelに 示す可溶性デンプンを炭素源とす
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る ス ク リー ニ ン グ用 培 地 に一 白金 耳 接 種 した15'17)。

細 菌 と放 線 菌 は 培 地 に プ ロ ピオ ン酸 ナ ト リウ ム を

250mg・r1に な る よ う に 加 え、pH7.2で37℃ 、

3日 間 培 養 した 。 糸 状 菌 は培 地 に ク ロ ラ ム フ ェニ

コ ー ル を100mg・1'1に な る よ う に 加 え 、pH5.6

で28℃ 、7日 間 培 養 した 。 酵 母 は 培 地 に プ ロ ピ

オ ン酸 ナ トリ ウ ム を250mg・rl、 ク ロ ラ ム フ ェニ

コー ル を100mg・rlに な る よ うに 加 え 、pH5.6で

28℃ 、7日 間 培 養 した 。 培 養 後 、 ル ゴ ー ル 液 を 培

地 上 に 添 加 し ヨー ドデ ン プ ン 反 応 に よ り分 解 部 位

の 直 径 を 測 定 し、 分 解 部 位 の 直 径 を コ ロニ ー の 直

径 で 割 っ た値 を 分 解 率 と し た。

1次 ス ク リ ー ニ ン グ で 優 良 な4株 は 、 ヨー ド

デ ン プ ン法 に よ る α 一ア ミ ラ ー ゼ 活 性 を 測 定 し た

18'20)
。 滅 菌 済 み の 普 通 ブ イ ヨ ン培 地100m1に そ れ

ぞ れ 菌 株 の 懸 濁 液(108CFU・mrl)を1m1接 種

した 。 これ を37℃ 、3日 間 、125stroke!minで 振

盤 培 養 し、 そ の 後 培 養 液 を遠 心 除 去 し、 そ の 培 養

上 清 液 を 粗 酵 素 液(E)と し た。 基 質(S)は 可

溶 性 デ ン プ ンを0.25Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.0)に

対 して4%(w!v)に 調 整 した もの を用 い た。37℃

に保 温 した この 基 質 溶 液1.Om1に 得 られ た 粗 酵 素

液1.Om1を37℃ 、7分30秒 正確 に 反 応 さ せ た後 、

0.OlNヨ ウ素 液 で 発 色 さ せ た(ES)。 盲 検(Bl)

は粗 酵 素 液 を 沸 騰 水 中 で30分 加 温 し失 活 させ た も

の を 用 い 、0.01Nヨ ウ素 液 で発 色 さ せ た後(EB

l)、 分 光 光 度計 でABS660nmに お け る吸 収 を測

定 し、 酵 素 反 応 に よ る 吸 光 度 の 減 少 を 見 た。 本 法

で は 粗 酵 素 液100mlが37℃ 、30分 間 で デ ン プ ン

10mgを 過 不 足 な く分 解 し た と き の 酵 素 活 性 が1

unitと な り、 以 下 の 計 算 式 で 培 養 液1ml当 た りの

酵 素 活 性 を 求 め た。

For bacteria and actinomyces, medium was 

adjusted pH 7.2, added 250mg  •  1-1 propionic 

acid sodium salt.For fungi, it was adjusted pH 

5.6, added 100 mg  •  1-1  chloramphenicol. And for 

yeast, it was adjusted pH 5.6, added 100mg  • 1-1 
 chloramphenicol and 250 mg  •  1-1 propionic acid 

sodium salt. 

    Activity  (Unit  •  m1-1)= E
:I-Es x 800 

      Formula for a -amylase activity

3.プ ロテ ア ー ゼ テ ス ト

タ ン パ ク質 分 解 菌 の1次 ス ク リー ニ ン グ と して 、

Table2に 示 す ス キ ム ミル ク を 栄 養 源 とす る ス ク

リー ニ ン グ培 地 に供 試 菌 一 白金 耳 接 種 した15-17)。

細 菌 と放 線 菌 は培 地 に プ ロ ピオ ン 酸 ナ トリ ウ ム を

250mg・1'1に な る よ うに 加 え 、pH7.2で37℃ 、3

日間 培 養 した 。 選 択 薬 剤 と し て、 糸 状 菌 は 培 地 に

ク ロ ラ ム フ ェ ニ コー ル を100mg・rl、 酵 母 は培 地

に プ ロ ピオ ン酸 ナ トリ ウ ム を250mg・r1、 ク ロ ラ

ム フ ェ ニ コー ル を100mg・r1に な る よ う に加 え、

そ れ ぞ れpH5.6で28℃ 、7日 間 培 養 し た。 培 養

後 、 ス キ ム ミル ク を 分 解 した 部 位 は ク リア ゾー ン

を 形 成 す る こ とか ら、 コ ロ ニ ー の 直 径 と ク リ ア

ゾ ー ンの 直 径 を 測 定 し、 ク リ ア ゾ ー ン の 直 径 を コ

ロ ニー の直 径 で割 っ た値 を分 解 率 と した。

Table 2. Composition of screening med  ium

Skim milk powder 

Polypeptone 

Yeast extract 

NaC1 

Agar 

Distilled water

 10  g 

  0.5 g 

 0.25 g 

 5g 

  20 g 

1000 ml

Table 1. Composition of screening medium

Soluble starch 

Polypeptone 

Yeast extract 

NaC1 

Agar 

Distilled water

  20 g 

 10  g 

 5g 

 5g 

  20 g 

1000 ml

For bacteria and actinomyces, medium was 

adjusted pH 7.2, added 250mg  •  14 propionic 

acid sodium salt.For fungi, it was adjusted pH 

5.6, added 100 mg  •  14 chloramphenicol. And for 

yeast, it was adjusted pH 5.6, added 100mg  •  1-1 

chloramphenicol and 250 mg  •  1-1 propionic acid 

sodium salt.
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1次 ス ク リー ニ ン グで 優 良 な4株 は 、 タ ンパ ク

質 分 解 後 の 除 タ ンパ ク質 剤 に よ る非 沈 殿 性 物 質 の

測 定 に よ りプ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 測 定 した2°)。プ ロ

テ ア ー ゼ 活 性 の 測 定 は 滅 菌 済 み の普 通 ブイ ヨ ン培

地100mlに そ れ ぞ れ 菌 株 の 懸 濁 液(108CFU・

mrl)を1m1接 種 し た 。 こ れ を37℃ 、3日 間 、

125stroke!minで 振 盗 培 養 し、 そ の 後 培 養 液 を 遠

心 機 で 菌 体 を 除 去 し、 そ の 培 養 上 清 液 を 粗 酵 素 液

と した 。 基 質 と し て カ ゼ イ ン3gを0.lNNaOH

50mlに 溶 解 し た 後 、 蒸 留 水150m1と0.05N

tris-HCI緩 衝 液(pH7.2)200mlを 加 え、 つ い で

0.lNHCIでpH7.2に 調 整 し、 最 後 に 蒸 留 水 で

500mlと した 。37℃ に保 温 した この 基 質 溶 液5ml

に粗 酵 素 液1m1を 加 え 、 正 確 に10分 間 反 応 させ

た 。 反 応 後 、37℃ に保 温 した 除 タ ンパ ク剤 のTC

A混 液(50%三 塩 化 酢 酸36m1、1M酢 酸 ナ ト リ

ウム220ml、IM酢 酸330m1を 混 合 し、 蒸 留 水 で

lLに 定 容 した も の)5mlを 加 え て 反 応 を 停 止 し、

37℃ で10分 放 置 し た。 こ こで 生 じた 沈 殿 を 濾 別

し、 こ の 濾 液 を分 光 光 時計 でABS275nmに お け

る吸 収 を測 定 した(ODγ)。 盲検 と して 、 粗 酵 素

液 を沸 騰 水 中 で30分 加 温 し,失 活 させ た もの を 用

い 、 これ を1mlに30℃ に保 温 し たTCA混 液5ml

加 え、 さ ら に基 質5m1を 加 え て20分 間放 置 した 。

こ こ で 生 じた 沈 殿 を 濾 別 し、 濾 液 の 分 光 光 時 計 で

ABS275nmに お け る吸 収 を 測 定 し(ODB)、 酵 素

反 応 に お け る 吸 光 度 の 増 加 を 測 定 した 。 本 法 で は

1分 間 に1μgの チ ロ シ ン相 当 量 をTCA可 溶 性 と

す る 酵 素 力 価 を も っ てlunitと し、 以 下 の計 算 式

で 培 養 液1ml当 た りの酵 素 活 性 を求 め た。

tween80を 加 え完 全 に 溶 解 した後 、 塩 化 カル シ ウ

ム 溶 液 を 加 え て混 和 した。 これ を 直 ち に シ ャー レ

に 流 し込 ん だ 。 こ の ス ク リー ニ ン グ 培 地 に 供 試 菌

を 一 白金 耳 植 菌 した 。 細 菌 と放 線 菌 は 培 地 に プ ロ

ピ オ ン酸 ナ トリウ ム を250mg・r1に な る よ うに加

え、pH7.2で37℃ 、3日 間 培 養 し た。 糸 状 菌 は培

地 に ク ロ ラ ム フ ェ ニ コー ル を100mg・r1に な る よ

うに 加 え、 酵 母 は培 地 に プ ロ ピ オ ン酸 ナ トリ ウ ム

を250mg・rl、 クロ ラ ム フ ェニ コー ル を100mg・

r1に な る よ う に 加 え 、 そ れ ぞ れpH5.6で28℃ 、

7日 間培 養 した。

Table 3. Composition of screening medium

Basal medium

Tween 80 

1% CaC12 aq.

Polypeptone 

Yeast extract 

Agar 

Distilled water

   5g 

   3g 

  20g 

 1000m1 

 10m1 

 10m1

Activity(Unit・mr1)=(ODγ 一〇DB)x149

Fomulaforproteaseactivity

4.リ パ ー ゼ テ ス ト

脂 質 分 解 菌 の1次 ス ク リー ニ ン グ は、Table3に

示 す ス ク リー ニ ン グ 培 地 を 用 い た15'17>。基 礎 培 地 、

1%塩 化 カ ル シ ウ ム 水 溶 液 、tween80は そ れ ぞ

れ 別 に オ ー トク レー プ で121℃ 、20分 間 高 圧 蒸 気

滅 菌 を 行 い 、 基 礎 培 地 を50℃ 内 外 に冷 却 後 、 まず

For bacteria and actinomyces, medium was 

adjusted pH 7.2, added 250 mg  •  1-1 propionic 

acid sodium salt.For fungi, it as adjusted pH 

5.6, added 100 mg  •  1-'  chloramphenicol. And for 

yeast, it was adjusted pH 5.6, added 100 mg  • 1-1 
 chloram-phenicol and 250 mg  •  LI propionic acid 

sodium salt.

1次 スクリーニングで優良な上位4株 について、

分散法によりリパーゼ反応によって遊離 した脂肪

酸をアルカリ滴定で定量 し、リパーゼ活性を求め

た18)。滅菌済みの普通ブイヨン培地100mlに それ

ぞれ菌株の懸濁液(108CFU・mr1)をlml接 種

した。これを37℃ 、3日 間、125stroke!minで 振

盟培養 し、その後培養液を遠心機 で菌体を除去し、

その培養上清液を粗酵素液 とした(E)。0.01M

塩化カルシウムを含む1M酢 酸緩衝液(pH5.6)

5mlに 基質 としてオリーブオイル1m1を 加えた

(S)。37℃ に保温 した基質溶液に同様に37℃ に保

温 した粗酵素液を1ml加 え、30分 間振盟させなが

ら反応させた。反応終了後20mlの エタノールを

加えて反応を停止させ、指示薬 としてフェノール

フタレイン5滴 を加え、0.05NNaOHで 滴定 した
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(ES)。 盲検(Bl)と して基質溶液を37℃ 、30

分間加温後エ タノール20m1加 え、ついで粗酵素

液1mlを 加え、指示薬としてフェノールフタレイ

ン5滴 を滴下し、0.05NNaOHで 滴定 し、酵素反

応による遊離脂肪酸の増加量を測定 した(EBI)。

本法では、37℃ で基質のオ リーブオイルか ら1分

間に1μMの 脂肪酸を遊離する酵素量を1unitと

し、以下の計算式で培養液1ml当 たりの酵素活性

を求めた。

Activity=

Es-EBl

Incubationtime(min)

Formulaforlipaseactivity

5.セ ル ラ ー ゼ テ ス ト

セ ル ロー ス分 解 菌 の1次 ス ク リー ニ ン グ と して 、

Table4に 示 す 重 合 度(n)=500、 置 換 度(DS)=

0.6～0.8の カル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ーナ ト リ

ウ ム 塩(CMC-Na)を 栄 養 源 とす る ス ク リー ニ ン

グ培 地(Hankinの 培 地)に 供 試 菌 を 一 白 金 耳 接

種 し た21)。CMC-Naを 水 に 溶 解 さ せ る た め、 ブ

レー ドの つ い た ホ モ ジ ナ イ ザ ー で10,000rpm、5

分 間程 度 処 理 し た。 細 菌 と放 線 菌 は 培 地 に プ ロ ピ

オ ン酸 ナ ト リ ウ ム を250mg・1'1に な る よ う に 加

え、pH7.2で37℃ 、7日 間培 養 した 。 糸 状 菌 は培

地 に ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル を100mg・r1に な る よ

う に 加 え 、 酵 母 は 培 地 に プ ロ ピオ ン 酸 ナ トリ ウ ム

を250mg・r1、 ク ロ ラ ム フ ェニ コー ル を100mg・

1'1にな る よ うに 加 え 、pH5.6で28℃ 、7日 間培 養

し た。 そ れ ぞ れ 培 養 後 、1%セ チ ル トリ メ チ ル ア

ン モ ニ ウ ム ブ ロ マ イ ド(CTAB)水 溶 液 を5～10

ml平 板 に 流 し込 み 、CMC-Naを 白濁 沈 殿 させ た 。

こ の と きCMC-Naを 分 解 した 部 位 は ク リア ゾ ー

ン を 形 成 す る こ とか ら、 コ ロ ニ ー の 直 径 と ク リ ア

ゾー ンの 直 径 を 測 定 し、 ク リア ゾー ンの 直 径 を コ

ロニ ー の 直 径 で 割 っ た値 を 分 解 率 と し た。

1次 ス ク リー ニ ン グ で セ ル ラ ー ゼ 活 性 の優 良 な

上 位4株 に つ い て 、Somogyi-Nelson法 に よ っ て

CMC-Naの 分 解 産 物 で あ る 還 元 糖 の 増 加 を 測 定 す

る こ と に よ り活 性 を 求 め た22>。 セ ル ラ ー ゼ 活 性 の

測 定 は滅 菌 済 み の 普 通 ブ イ ヨ ン培 地100mlに そ れ

ぞ れ 菌 株 の 懸 濁 液(108CFU・mr1)を1m1接 種

した 。 これ を37℃ 、3日 間 培 養 し、 そ の 後 培 養 液

を 遠 心 除 去 し、 そ の 培 養 上 清 液 を 粗 酵 素 液(E)

と し た 。CMC-Naを500mlの0.IM酢 酸 緩 衝 液

(pH4.5)に 加 え 均 一 に 溶 解 し た の ち、 さ ら に11

に 定 容 した も の を 基 質 溶 液(S)と した 。100m1

容 三 角 フ ラ ス コ に 基 質 溶 液 を0.2mlと り、 あ らか

じめ37度 に 加 温 し て か ら 同 温 度 に 加 温 し た 酵 素

液0.2mlを 加 え、30分 間 反 応 さ せ 、 つ い で ア ル

カ リ銅 試 薬0.2m1を 加 え 反 応 を 停 止 さ せ た。 ふ た

を し た の ち 、 沸 騰 温 浴 中 に20分 間 保 ち 、 急 冷 し

Nelson試 薬 を0.2m1加 え 発 色 さ せ た。10分 以 上

放 置 し た の ち蒸 留 水 で10m1に 希 釈 し、 分 光 光 時

計 でABS560nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し、 あ ら

か じめ グル コー ス を 用 い て 作 成 して お い た 検 量 線

か ら還 元 糖 量 を 求 め た(ES)。 盲 検 は100℃ 、5

分 以 上 加 熱 し失 活 さ せ た もの を 同 様 に行 っ た(E

Bl)。

Table 4. Composition of screening medium

CMC-Na 

 (NH4)SO4 
 KH2PO4 

 Na2HPO4 

 MgSO4  •  7H20 

CaC12 

 Fe(SO4)2  •  7H20 

Yeast extract 

 H3B03 

 MnSO4 

 ZnSO4 

 CuSO4 

 MoO3 

Agar 

Distilled water

   5g 

   2g 

   4g 

   6g 

200mg 

 lmg 

 lmg 

   lg 

10  p g 

10  p g 

70  p g 

50  p g 

 10  p,  g 

  20g 

1000 ml

For bacteria and actinomyces, medium was 

adjusted pH 7.2, added 250 mg  •  1-1 propionic 

acid sodium salt. For fungi, it was adjusted pH 

5.6, added 100 mg  •  1-1  chloramphenicol. And for 

yeast, it was adjusted pH 5.6, added 100 mg • 1-1 
 chloramphenicol and 250 mg  •  1-' propionic acid 

sodium salt.
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本法では、37℃ で基質のCMC-Naか ら1分 間に1

μMの 還元糖を生成する酵素量を1unitと し、以

下の計算式で培養液1ml当 たりの酵素活性を求め

た。

A・tivity(Unit・mr)=器ll監 器 謡 晶 ・2

Formulaforcellulaseactivity

6.分 離 株 の 同 定

得 ら れ た 有 用 株 の3株 は、 以 下Bargey's

manualdeterminativebacteriology23)、Bergey,s

manualofsystematicbacteriologyvol.1・22生25)に

準 拠 し、 医 学 細 菌 同 定 の 手 引 き26)、微 生 物 の 分 類

と 同定 く下>27)、 新 細 菌 培 地 学 講 座 下1・1工16'17)

を 参 考 に 同定 を 行 っ た。

No.108株 の 属 の 検 索 は、 形 態 学 的 特 徴 と し

て 、 栄 養 細 胞 の 形 態 、 運 動 性 、 芽 胞 の 有 無 、 コ ロ

ニ ー の 色 、 さ ら に生 理 学 的 特 徴 と して 、 グ ラ ム 反

応 、 カ タ ラー ゼ反 応 、 オ キ シ ダー ゼ 反 応 、 発 酵 「生、

NaCl・pHに つ い て そ れ ぞ れ 行 っ た 。

No.120、132株 の 属 の 検 索 は、 形 態 学 的 特 徴 と

し て、 栄 養 細 胞 の形 態 、 芽 胞 の 有 無 、 運 動 性 、 生

理 学 的 特 徴 と して 、 グ ラ ム 染 色 、 カ タ ラー ゼ反 応 、

オ キ シ ダー ゼ 反 応 、 酸 の 生 成 、NaCl要 求 性 を それ

ぞ れ に基 づ い て 行 っ た。

No.108株 の種 の 検 索 は生 理 学 的 特 徴 と して 、 酸

の 生 成 、 カ ゼ イ ン の 消 化 、 エ ス ク リ ン の 加 水 分

解 、 イ ン ドー ル の 生 成 、 硝 酸 塩 ・亜 硝 酸 塩 の 資 化

性 、 デ ン プ ン の 加 水 分 解 、 ウ レ ア ー ゼ の 生 成 、 β

一Galactosidaseの 生 成 、 ゼ ラ チ ン の 分 解 、 生 育 温

度 を そ れ ぞ れ に従 って 行 っ た。

No.120、132株 の 種 の 検 索 は 生 育 温 度 、 生 育

pH、 クエ ン酸 塩 利 用 能 、 ブ ドウ糖 ブ イ ヨ ン にお け

る嫌 気 性 発 育 、 酸 の 生 成 、 ア セ チ ル メ チ ル カ ル ビ

トー ル の生 成 、 デ ン プ ン加 水 分 解 、 硝 酸 塩 の還 元 、

イ ン ドー ル の 生 成 、 ゼ ラチ ン加 水 分 解 、 カ ゼ イ ン

加 水 分 解 、 ウ レ アー ゼ の 生 成 、 レ シ チ ナ ー ゼ の 生

成 、 リゾチー ム感 受 性 をそ れ ぞれ に基 づ い て行 っ た。

7.コ ンポ ス トの 製 造

1)培 養 液 の 調 製

Frαuoわ αc陀r`μmわ αZμ鉱`πμ配No.108と

Bαd〃 μ8coαgμZα π8No.120及 びNo.132は 滅 菌

済 み の 普 通 ブ イ ヨ ン培 地100m1の 入 っ た500m1

容 坂 ロ フ ラ ス コ に一 白金 耳 接 種 し、37℃ 、72時 間 、

125stroke!minで 前 培 養 を 行 っ た。 次 に この 培 養

液 か ら108CFU・mrlに な る よ う に 接 種 し 同 様 の

培 地 で そ れ ぞ れ の 菌 株 の 培 養 液 を81ず つ 用 意 しコ

ン ポ ス ト製 造 に供 した。

2)原 料の調製

コンポス ト原料 となる食品廃棄物には、食品会

社の残飯、廃棄商品の弁当、パン工場の廃棄物を

用いた。得 られた食品廃棄物は雑爽物 と食品 とに

分けた。これを試作 コンポス ト製造機内にいった

ん入れ撹拝、混合 した原料の重量を測定 し、有用

株添加の ものとコントロール(有 用株無添加)と

に分けた。

3)コ ンポス トの製造条件

コンポス ト製造における温度は37℃ に設定 し、

通気量は、風量計を用いて100L・m-3・mirゴ1に 設

定 した。撹拝は24時 間行 った。原料の水分含量は

60%と 設定 し、水分含量の測定では60%を 下回っ

たときに蒸留水を添加 し、水分含量を維持させた。

木材チップはコンポス トの製造には広 く用いられ、

これは原料の水分含量の制御や、原料の物理的な

空間を広げるためや、コンポス ト製造中に増殖す

る微生物のすみかとなるためである。本実験にお

いても木材チ ップを原料60kgに 対 してそれぞれ

10kg加 えた。一般に水分含量が極端に低いと微生

物の活性が低下 し、また水分含量が高すぎると嫌

気的条件 とな り、好気性微生物の活性が低下する。

以上の操作により水分含量を維持させ好気的条件

を満たしながら廃棄物の分解促進を試みた28)。

原料は60kgを 用意 し、有用株添加の原料には培

養液を201添 加 した。コントロールには水分含量

を有用株添加のもの と同様 にするため、同量の蒸

留水を加えた。試料の採取はコンポス ト製造から

一8一
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1,4,8,15,22,29日 目 に 行 い 、 分 析 試 料 に 用

い た 。

4)重 量の測定

重量の測定は、コンポス ト製造機 と原料を加え

た重量を量 り、あらかじめ測定しておいたコンポ

ス ト製造機の重量を差し引いたものをコンポス ト

の総重量とした。

5)温 度の測定

温度の測定は、温度計(SATOSK-250WP)で

測定 した。コンポス ト製造機内で無作為に5点 の

温度を測 り、その平均を とった。この測定時に温

度が37℃ を上下 していた場合は必要に応 じて温度

制御を行った。なお、常に撹拝を行っているため、

コンポス ト製造機内の深さによる温度変化はない

ものと考えた。

6)水 分含量の測定

水分含量の測定は、試料20gを あ らか じめ秤

量 しておいた容器内に入 れ、乾燥機 で24時 間、

105℃で乾燥させた。デシケーター内で冷却後に秤

量し重量を測定し、その減量を水分含量とした29)。

7)pHの 測 定

pHの 測 定 は 、 試 料10gに 対 し て 蒸 留 水 も し く

は1NKCIを25ml加 え、 撹 拝 後30分 間 静 置 した 。

これ をpHメ ー タ ー(HORIBAD-23)で そ れ ぞ れ

の 懸 濁 液 のpHを 測 定 した29)。

8)菌 数の測定

菌数の測定は、10倍 段階希釈法により測定した。

試料1gを 正確に秤量し生理食塩水で希釈 し、細

菌と放線菌は普通寒天培地(日 水製薬株式会社製)

を用いて平板塗末後37℃ 、3日 間培養 した。糸状

菌と酵母はPDA培 地(日 水製薬株式会社製)を 用

いて平板塗末後28℃ 、7日 間培養した。培養後そ

れぞれの菌数を測定し、試料1g中 の細胞数を求め

た。

9)粗 脂肪の測定

粗脂肪の測定は、抽出法 により行った3°)。試料

5gを 円筒濾紙に入れ脱脂綿で軽 く栓を し、これ

にあらか じめ重量を測定 しておいた抽出フラスコ

をつけたソックス レー(Soxhlet)油 脂抽出器にか

け、100～200mlの ジエチルエーテルを用いて温

浴中で8時 間抽出を行った。抽出後フラスコ内の

エチルエーテルをエバボレーターにて回収 し、水

分含量の測定 と同様の方法で105℃ の乾燥器 中で

24時 間乾燥させデシケーター内で冷却後重量を測

定 した。

10)カ リウムの測定

カ リウム 含 量 の 測 定 は、 イ オ ン メ ー タ ー

(HORIBAD-23)で 測定 した。試料10gを300m1

容三角フラスコにとり、蒸留水100m1を 加え撹拝

し一昼夜静置 した。 この懸濁液中に溶出した水溶

性のカリウムをK+と してイオ ンメーターで測定

し、乾燥重量あたりのカリウム含量を算出した。

11)硝 酸態窒素の測定

硝酸態窒素含量は、イオ ンメーター(HORIBA

D-23)で 測定 した。試料10gを300ml容 三角フ

ラスコにとり、蒸留水100mlを 加え撹拝 し一昼夜

静置した。 この懸濁液に溶出した水溶性の硝酸態

窒素をNO3一 としてイオンメーターで測定 し、乾

燥重量あたりの硝酸態窒素含量を算出した。

12)ア ンモニア態窒素の測定

ア ンモニ ア態 窒素含 量 は、 イオ ンメー ター

(HORIBAD-23)で 測定 した。試料10gを300ml

容三角 フラスコにとり、蒸留水100mlを 加え撹

拝 し一昼夜静置 した。この懸濁液に水酸化ナ トリ

ウム水溶液を50ml加 え、 この懸濁液のpH12以

上のアルカリ性 とし、このとき懸濁液中のアンモ

ニウムイオンはほぼ100%ア ンモニアガスとなる

ため、 このアンモニアガスをNH4+と してイオン

メーターで測定 し、乾燥重量あたりのアンモニア

態窒素含量を算出した。
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13)全 窒素の測定

全窒素量の測定では、まず試料5gを ケルダー

ル分解フラスコにとり分解促進剤(硫 酸銅1+硫

酸カリウム9)5g、 濃硫酸30mlを 加え約30分

間徐々に加熱 し有機物の分解が緩慢になった後強

熱 した。フラスコの内容は黒色→帯緑濁色を経て

透明な青色 となる。 ここで分解を止め200ml容 メ

スフラスコで定容した。この分解溶液10mlを100

ml容 メスフラスコにとり水酸化ナ トリウム水溶液

を加えpHl2以 上 とし100m1に 定容 した。 この

ときに発生するアンモニアガスをイオンメーター

(HORIBAD-23)でNH4+と してイオンメーター

で測定し、乾燥重量あた りのアンモニア態窒素含

量を算出 した29)。これに硝酸態窒素含量を加 えた

ものを全窒素量とした。なお全窒素量か ら硝酸態

窒素含量及びアンモニア態窒素含量を差 し引いた

ものを有機態窒素含量とした。

14)リ ン酸の測定

リン酸含量の測定はバナ ドモリブデン酸法で測

定 した31)。全窒素量の測定で得 られた分解液10

mlを50m1の 定容フラスコにとった。メタバナジ

ン酸アンモニウム2.5gと 濃硝酸20mlと を加え1

1容 メスフラスコで定容 した0.25%メ タバナジン酸

アンモニウム溶液を5ml加 え、全量を50m1に し

た後よくかき混ぜ30分 静置 したものを分光光度計

を用いて440nmに おける吸収を測定 し、乾燥重

量あたりのアンモニア態窒素含量を算出した。

15)全 炭 素 の 測 定

全 炭 素 量 の測 定 は 、Tyurin法 で 測 定 した29)。 風

乾 さ せ た 試 料 を0.5mm円 孔 ふ る い に 通 し、0.01

gを100ml容 三 角 フ ラ ス コ に と っ た 。 こ れ に 重

ク ロ ム 酸 カ リ ウ ム40gを 蒸 留 水 加 え、11定 容 し

た も の に11の 濃 硫 酸(比 重1.84)を 加 え た0.4N

ク ロ ム 酸 ・硫 酸 混 液10mlを 加 え た。 あ ら か じ め

加 温 して お い た ホ ッ トプ レ ー ト(IWAKIGRASS

PC-351)に の せ 、 フ ラ ス コの 底 か ら一 様 に 泡 が 生

じ始 め て か ら正 確 に5分 間煮 沸 を 続 け た 後 速 や か

に 冷 却 し た。 これ にN一 フ ェ ニ ル ア ン トラ ニ ル 酸

0.2gを0.2%炭 酸ナ トリウム溶液で100mlに 定容

したフェニルアン トラニル酸溶液を5滴 入れた。

ついで濃硫酸(比 重1.84)20m1を 含む蒸留水1L

につき硫酸第一鉄アンモニウム(モ ール塩)40g

含有する、0.1N硫 酸第一鉄アンモニウム溶液で滴

定 し、分解液の色が明緑色に変わる時を終点 とし

た。盲検値は試料を加えないで同様に操作 して求

めた。0.1N硫 酸第一鉄アンモニウム溶液lmlは

0.3mgの 炭素に相当し、空試験滴定値 との差から

炭素量を求めた。同時に上で求めた全窒素量から

C!N比 を算出した。

結果および考察

市 販 の コ ンポ ス トか ら細 菌52株 、 放 線 菌13株 、

糸 状 菌12株 、 酵 母10株 の 合 計87株 を ス ク リー ニ

ン グ し、 供 試 菌 株 と して実 験 に用 い た。

ア ミ ラー ゼ テ ス トの1次 ス ク リー ニ ン グ の 結 果

をFig.1に 示 した 。 こ の結 果 か ら優 良 株 と し て細

菌No.101、114、132、136を 選 ん だ 。2次 ス ク リー

ニ ン グ の結 果 か ら、Fig.2に 示 すNo.132の ア ミラ ー

ゼ 活 性 が12.3unitsで 最 も高 か っ た。 プ ロ テ ア ー

ゼ テ ス トの1次 ス ク リー ニ ン グ の 結 果 か ら優 良株

と し て 細 菌No.105、132、136、139を 選 ん だ 。 さ

ら に2次 ス ク リー ニ ン グ の結 果 か ら、Fig.3に 示

し たNo.132の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 が37.2unitsで

最 も高 か っ た 。 リパ ー ゼ テ ス トの1次 ス ク リー ニ

ン グ の 結 果 か ら優 良 株 と し て 細 菌No.108、114、

123、139を 選 ん だ。 次 に2次 ス ク リー ニ ン グ の結

果 か ら、No.108の リパ ー ゼ 活 性 が7.8unitsで 最

も 高 か っ た(Fig.4.)。 セ ル ラ ー ゼ テ ス トの 結 果

か ら優 良 株 と し て 細 菌No.120、139、141、152を

選 び 、 そ の 中 で も、No.120が 高 い 活 性 を 示 し た

(Fig.5.)。

以 上 の 結 果 よ り ア ミ ラ ー ゼ テ ス ト と プ ロ テ

ア ー ゼ テ ス ト よ りNo.132、 リパ ー ゼ テ ス ト よ り

No.108、 セ ル ラ ー ゼ テ ス トよ りNO.120の3株 を

コ ン ポ ス ト製 造 に お け る種 菌 と した。

本 実 験 に お い て 糸 状 菌 の 活 性 は 細 菌 に 比 べ 著 し

く低 い も の で あ っ た 。 近 年 、 コ ン ポ ス ト製 造 工 場
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に浮遊する糸状菌の胞子や分生子、菌糸体による

従業員の健康への影響が論議されており32)、また

mycotoxinの 存在を報告するものもある3a34)。従っ

て本実験 では糸状菌を種菌 として選ぼなかった。

また分離 した酵母 と放線菌は細菌に比べ活性が低

かった。

コンポス ト中に含まれる微生物の研究について

は多 くの研究 されている。その一つ としてこれら

微生物が生産する酵素についての研究が挙げられ

る35)。多 くの微生物が生産する多種多様な酵素に

よって原料中に含まれる様々な物質が分解されて

いるものと考えられる。原料中には糖やデンプン、

タンパク質の他に食用油、セルロースが多 く含ま

れている。本実験ではデンプン ・タンパ ク質 ・脂

質 ・セルロースを分解する能力の高い微生物の単

離 ・検索を行 ったが、 これ らを分解する能力が高

い微生物を単離 ・培養 し種菌 としてコンポス トの

製造に使用することは、より発酵期間の短縮が期

待される。

No.108株 の属の同定に用いた試験項 目及びその

結果をTable5に 示 した。No.108株 はグラム陰 「生

の桿菌(0.5×1.0-3.0μm)で 芽胞は形成 しない。

運動性はなく、好気性である。また平板培地上に

生育させるとそのコロニーは黄色から榿色の色素

を生産する。カタラーゼ、オキシダーゼ共に陽性

で、酸化により糖を分解する。60℃以上、また5℃

では発育せず、20%NaClの 存在下でも生育しな

い。以上の結果から、No.108株 は.FZαuoδαc'er砒配

属に同定した。

種の同定結果をTable6に 示 した。エタノール

か らは酸を生成するが、アラビノース、セロビ

オース、ラク トース、マンニ トールなどか らは酸

を生成しなかった。カゼイ ンを消化せず、エスク

リンを加水分解 しインドールを生成した。硝酸は

還元するが、亜硝酸は還元できない。デンプンを

加水分 解 し、 ウ レアー ゼ、 β一Galactosidaseを

生成 しない。またゼラチンを分解 し42QCで 発育

で きない ことか ら、NO.108株 はFZαuoわαc孟er砒配

わαZμ8伽μ珊 に同定 した。

No.120、132株 の 属 の 同 定 結 果 をTable7に 示

した。No.120、132株 は グ ラ ム 陽性 の桿 菌(0.6-1.0

×2.5-5μm)で 芽 胞 を 形 成 し、 運 動 性 を 有 す る

カ タ ラ ー ゼ 陽 性 で 糖 を 発 酵 に よ り分 解 し、 嫌 気 的

条 件 下 で 発 育 が 可 能 で2%以 上 で の 発 育 は認 め ら

れ な か っ た。 こ の こ とか らNo.120、No.132株 は と

も にBαc弼 醐 属 に 同 定 した 。

種 の 同定 結 果 をTable8に 示 した。No.120、132

株 共 に 同様 の 結 果 が 得 られ た。45℃ に お い て 発 育

は 見 ら れ た が 、65℃ に お い て は 見 られ ず 、pH5.6

に お い て は 発 育 が 見 られ た。 ク エ ン 酸 塩 の 利 用

能 を 有 しブ ドウ糖 ブ イ ヨ ンに よ る 嫌 気 的条 件 下 に

お い て も発 育 が認 め られ た 。 グ ル コー ス 、 ア ラ ビ

ノ ー ス 、 キ シ ロー ス 、 マ ン ニ トー ル か ら酸 を 生 成

し、 ア セ チ ル メ チ ル カ ル ビ トー ル の 生 成 はpH6

以 下 で は しな か っ た 。 カ ゼ イ ン、 デ ン プ ンは 加 水

分 解 し た が 、 ゼ ラ チ ン で は し な か っ た。 硝 酸 塩 は

還 元 せ ず 、 イ ン ドー ル は生 成 しな か っ た。 レ シ チ

ナ ー ゼ 、 ウ レア ー セ を 生 成 せ ず リゾ チ ー ム 存 在 下

で 発 育 が 見 ら れ な か っ た こ と か ら、No.120、132

株 は共 にBαC`ZZμ8COαgZα π8に 同 定 した 。

Fig.6は コ ン ポ ス ト製 造 中 に お け る 重 量 と水 分

含 量 の 変 化 を 示 した も の で あ る。 製 造 開始 か ら重

量 は減 少 して い き、15、22日 目で60%を 下 回 った 。

そ の た め 、16、23日 目に 水 分 の 調 整 を行 い 重 量 が

そ れ ぞ れ 増 加 して い る。 最 終 的 に コ ン ポ ス ト製 造

中 に は種 菌 添 加 で41.9kg、 コ ン トロー ル(種 菌 無

添 加)で44.7kg減 少 した。 ま たpHの 変 化 は製 造

期 間 を 通 し て 常 に コ ン トロ ー ル が 低 いpH値 を 示

した。Fig.7,8は 製 造 中 の細 菌 と酵母 の菌 数 を示 し

た。 菌 数 は共 に 種 菌 添 加 の 有 無 に 関 わ らず 減 少 し

て い っ た。 しか し種 菌 を 添 加 し た の も で は コ ン ト

ロ ー ル に比 べ 細 菌 の 減 少 が 小 さ く、 酵 母 の 減 少 が

大 き か っ た。 これ らの こ とか ら コ ン トロ ー ル で は

原 料 の パ ン 生 地 か ら由 来 す る多 くの 酵 母 の 生 存 に

よ り原 料 のpHが 低 下 して い くが 、 種 菌 の 添 加 に

よ りpHの 低 下 を 妨 ぐ こ と に な り、 結 果 と してpH

の 維 持 につ な が っ た も の と考 え られ る。 カ リ ウ ム

含 量 は は じめ1.31mgで あ っ た が29日 後 に種 菌 添

加2.18mg,コ ン トロ ール1.61mgへ とそ れ ぞ れ 増
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加 した。またリン酸含量は3.16mgか ら29日 後に

それぞれ5.05mg、4.12mgへ と増加 した。これら

の増加から種菌の添加で約1.5倍 、 コン トロール

で約1.3倍 に濃縮された。Fig.9は 粗脂肪の変化を

示し、66.2mgの 粗脂肪は29日 後にそれぞれ9mg、

45mgに 減少 した。全窒素量 ・全炭素量 ・CIN比

の測定結果から、全窒素量の変化は共に著 しい違

いは見られないが、全炭素量は種菌の添加により

その減少量が大きく、Fig.loに 示したc1N比 は35

か ら24.5(種 菌添加)と32.3(コ ン トロール)に

比べ大きく低下 した。これ らの結果か ら、種菌添

加によ り酵母によるpHの 低下を抑制し、微生物

の活性が高まり、各種成分の変化からコンポス ト

化が促進され、種菌無添加時に比べコンポス トの

製造期間が短縮され、処理量の増加が可能である

ことを示唆した。

Table 6. Characteristics of the species of 

the genus Flavobacterium

Characteristics

Table 5. Morphologocal and physiological of 

No. 108

Acid produced aerobically from carbohydrates 

Glucose + 

Arabinose  - 

Cellobiose  -

Ethanol + 

Lactose  - 

Mannitol  - 

Raffinose  -

Slain  -

Sucrose  - 

Xylose  -

Casein digestion + 

Esculin hydrolysis + 

Indole production + 

Nitrate reduction  -

Starch hydrolysis  - 

Urease production  -

/3 -Galactosidase production  -
Gelatin hydrolysis + 

Growth at: 

5°C  - 

37°C + 

 42°C -

Characteristic No.108

Gram reaction 

Cell shape: 

  Rods 

  Cocci 

Cell diameter  (µm) 

Endospores produces 

Mortillity in liquid media 

Growth at  60°C or more 

Growth at  5°C but not  37°C 

Fluorescent pigment 

Yellow colonies 

Oxidase 

Catarase 

Acid from glucose 

Indole from tryptophan 

Fermentative in glucose  0-F medium 

Growth in lean media between 

pH 2.0 and 5.9 but not 6.1 or higher 
Growth with 20% or more NaC1

+

 + 

0.5 

 + 

 + 

 + 

 + 

 +

Table 7. Morphologocal and 

properties of No.120, No 132

physiological

Characteristics No.120 No.132

Rod-shaped in young cultures

Width of rod 

Length of rod  (µ m) 

Endospore produced 

Motile 

Stain gram positive 

at least in young culture 

Catalase 

Oxidase 

Marked of acidity of glucose 

Requires 3-12% NaC1 for 

growth

 ± 

0.6-1.0 

2.5-5 

 + 

 +

+ 

+ 

+ 

+

  + 

0.6-1.0 

 2.5-5 

  + 

  +

+ 

+ 

+ 

+
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Table8.Characteristicsofthespeciesof

thegenusBacillusNo.120,132

Characteristics No.120No.132

Growthat:

45°C

65°C

GrowthatpH:

6.8

5.7

GrowthinNaCl

2%

5%

UtilizationofCitrate

Anaerobicgrowth

Acidform

glucose

arabinose

Xylose

Mannitol

pHinV-Pbroth

<6

>7

Hydrolysisof

Casein

Gelatin

Starch

Urea

Nitratereducedtonitrite

Egg-yolklecithinase

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

Growthwithlysozymepresent一

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

132株 が 得 ら れ 、No.108株 はFrauobacterium

balustinum、No.120株 、130株 は 共 にBacillus

coagulansと 同 定 さ れ た 。 こ れ ら の 菌 株 を 用 い た

コ ン ポ ス ト製 造 で は 製 造 期 間 の短 縮 が認 め られ た。

今 後 、 高 分 解 能 を 有 す る微 生 物 の 混 合 培 養 が 更 な

る 製 造 期 間 の 短 縮 と コ ン ポ ス トの 品 質 を左 右 す る

も の と考 え る。
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