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要 旨

本研究は作物病原菌で あるバーテ ィシ リウム菌とメロンつ る割れ病菌の メタン発酵による死滅効果を明らかに

することを目的 に発酵温度35℃と55℃で 回分試験 を行った。 その結果, 微生物 を90%死 滅 させ るのに必要 な時

間T90は, バーテ ィシ リウム菌 は35℃で7.7日, 55℃で0.6日 となった。 メロンつる割 れ病菌は35℃で0.5日, 55

℃で は15分 で死滅 し, 共 に55℃で の死滅効果 が高いことが明 らかとなった。
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は じめに

近年, 有機性廃 棄物 を嫌気性 発酵処理 す るバ イオ ガ

スプ ラン トが普 及 しつつ ある。 嫌気性発酵 に より生成

された メタ ンガスは熱エ ネルギ ーや電気 エネルギ ーに

変 換す ることがで きる。 また, 嫌気性発酵処理 後 に残

る液肥 は肥料成 分 を豊富 に含んでい るため, 良質 な肥

料 と して圃場 に還 元す る ことがで きる (Umetsu et al,

2002a)。

しか しなが ら, バ イオガスプ ラン トによ る有機 性廃

棄物 処理 は, 投 入 され る家畜 ふん尿や食 品残 渣な どに

含 まれ るバ クテ リア, ウイル ス, 寄生虫 な どの拡散 と

いった危険 があ る。バ イオガス システムにおけ る家畜

ふん尿 中に含 まれ る大腸菌, サルモ ネラ菌 な どの病原

体 の死 滅 効 果 につ い て は い くつ か の報 告 例 が あ る

(Olsen et al, 1987, Kearney et al, 1993; Umetsu et al,

2002b)。 しか し, 混合発酵 を行 う場合, 有機性 廃棄物

に含 まれ る可能性 の ある作物病 原菌 につ いての実験報

告例 は少 ない。

本 実験 はメ タン発酵処理 におけ る作物病原菌 で ある

バ ーチ シ リウム菌 (Verticillium dahliae) とメ ロンフザ

リウム萎 ち ょう菌 (Fuarium oxyporum f. sp. melonis)

の生存率 について, 35℃の 中温発酵 と55℃の 高温 発

酵で 回分試 験 を行 い, それぞれの温 度別での死滅 に必

要 な時 間 を求め るこ とを目的 と した。

材 料及 び 方法

1. 供試材 料

本 実験 で使 用 した乳牛 ふ ん尿 ス ラ リーおよび55℃

種汚泥 は帯 広畜産大学 畜産 フ ィール ド科学 センター内

のバ イオガス プラン トよ り, また35℃種 汚泥 は清水 町

大谷牧場 のバ イオ ガスプ ラン トよ り採 取 し, バ ーチシ

リウム菌 (Verticillium dahliae トマ ト系 Vdt-3) および

メロンつ る割れ病菌 (Fusarium oxysporum f. sp. melonis

レース0 Fom0-mk1) は帯 広畜産大学 植物 微生物学研

究室 よ り入手 した。

菌の培養 は両菌共 に ローズベ ンガル培地 を用 いた。

培地は, 蒸留水1Lに, りん酸二水素 カリウム (KH2PO4)

1g, 硫 酸マ グネ シウム (MgSO4) 0.5g, ペプ トン5g,

グル コース10gを 加 え, pHを6.8に 調整 した。その後,

ローズベ ンガル色素 を0.033g加 え, 寒 天粉末 を20g入

れ た後, オー トクレープに より120℃, 20分 で滅菌 し

た.原 稿 受理2006年3月6日
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2. 実験方法

1) 実験I バ ーテ ィシリウム菌 の殺 菌試験

乳牛 ふん尿 スラ リーを メタン発酵処 理 した場合 のふ

ん尿 中に含 まれ るバ ーテ ィシ リウム菌 の生存率 につ い

て, 35℃の 中温発酵 と55℃の 高温 発酵で回分試験 を

行 い, それぞれの発酵温 度で殺菌 に必要 な最低時 間 を

求 めた。 種汚泥300g, 乳 牛ふ ん尿400gに バ ーテ ィシ

リウム菌の分生胞子 を1×106CFU/mlを 加 えた菌 区 と

種汚泥3009, 乳牛ふ ん尿4009の コ ン トロール 区を35

℃, 55℃用 にそれぞれ作成 し, 実験用発酵槽 (PE製,

容積1000ml) の 中に入れ, これ らを恒温槽 (35℃, 55

℃) 内に入れ回分試験 を行 った。実験 期間は10日 間 と

した。

サ ンプ リング は35℃の 中温発酵槽 では, 8時 間後,

1日 後, 3日 後, 5日 後, 7日 後, 9日 後, 10日 後, 55

℃の 高温 発酵槽で は, 8時 間後, 1日 後, 3日 後, 5日

後, 7日 後, 9日 後, 10日 後 に行 った。

サ ンプ リング した試料 は120℃, 20分 の オ ー トク

レープ (島津MC-30L) で滅 菌 した蒸留 水で103ま で段

階希釈 した後, 各1m1を 抗生物 質 (ス トレプ トマイシ

ン) を含 んだ ローズ ベ ンガル培地 に混釈, 25℃暗 室 で

1週 間培養後, 出現 したコ ロニ ー数 を計測 した。 培地

は1サ ンプルにつ き5個 作成 し, その平 均 コロニ ー数

を1実 験 のデー タと した。 実験 は2反 復 行 った。

今回 の実験 では嫌気発酵 中の メロ ンつ る割れ病菌数

の変 化 はT90を 用 い て評価 した。T90と は あ る処 理 に

よって対 象微生 物 の90%を 死滅 させ るの に必要 な時

間 と定義 され る (Shulundt, 1984)。 ひ とつ の処 理 に

よって生 き残 る微生物 は常 用対数で表す と最初の数の

大小 に かか わ らず 同 じ勾配 を もって直 線的 に減 少す

る。今 回の実験 で は, T90を 生存 してい る菌の減 少率

の対数 と実験 開始後 日数 とのグ ラフの近似直 線の傾 き

か ら求 めた。

T90=-1/a (1)

α: 近似値 直線の傾 き

2) 実験II メ ロンつ る割 れ病菌の殺菌実験

乳牛ふ ん尿 ス ラ リーをメ タン発酵処理 した場 合のふ

ん 中に含 まれ るメ ロ ンつ る割 れ病菌 の生 存率 につ い

て, 35℃の 中温 発酵 と55℃の 高温発酵 で回分試験 を

行い, それ ぞれの発酵温度 で殺 菌 に必要 な最低 時間 を

求め た。

種 汚泥300g, 乳牛 ふん尿400gに メ ロンつ る割 れ病

菌5×106CFU/ml加 えた菌区 と種 汚泥300g, 乳 牛ふ

ん尿400gの コン トロール区 を35℃, 55℃用 にそれぞ

れ3区 画分計12基 作成 し, 実験用発酵槽 (PE製, 容

積1000ml) の 中に入 れ, これ らを恒 温槽 (35℃, 55

℃) の 中に入 れて回分試験 を行 った。実験 期間は5日

間 とした。

サ ンプ リングは各温度 で菌 区, コン トロール区共 に

2時 間後, 4時 間後, 6時 間後, 8時 間後, 1日 後, 3日

後, 5日 後 の計7回 行 った。

3) 実験III メ ロンつ る割 れ病菌の殺菌試験 (55℃再

試行)

実験IIの 結果 を踏 まえ, 55℃菌 区の サ ンプ リングを

15分 後, 30分 後, 1時 間後, 1時 間30分 後, 2時 間後

の計5回 とした。 投 入割 合は菌区 で種 汚泥300g, 乳牛

ふん尿400gに メ ロンつ る割 れ病菌1×106CFU/ml,

コ ン トロール区で種汚泥300g, 乳牛ふ ん尿400gと した。

4) 実験IV バ イオ ガス生成 確認試験

乳 牛ふん尿 のみ とバ ーテ ィシ リウム菌 およびメ ロン

つ る割れ病 菌 を接 種 した試料の35℃, 55℃で の発酵

の確認 と して, 回分 試験 を行 った。 実験 期 間は20日

と した。

バ イオ ガスはテ ドラーガスバ ッグ に捕集 し, 毎 日定

時 に測 定 した。pH, 固形 分濃度, 有機 物濃度, 各有機

酸量 は実験開始 前 と終了後 にサ ンプ リング した試料 を

分析 した。 測定方 法 を以下 に示 す。

(1) バ イオ ガス生成 量 (L)

湿式 ガ スメー ター (シナ ガワW-NK-1B) を用 いて測

定 し, 20℃, 1atmで 表 した。

(2) バ イオ ガス組成

ガス クロマ トグ ラフ (島津GC-8A) を用 いて分析 し

た。カ ラム は70℃, 熱 伝導型検 出器の温度 は120℃と

した。 キ ャ リアガスにはヘ リウムガス を用 い, 流量 は

60ml/minと した。

(3) メ タンガス量

以下 の式 によ り算 出 した。

メタンガス量=バ イオガス生成量×メタンガス濃度 (%)

(4) pH

デ ジタルpHメ ー ター (東亜 電波 工業HM-30V) を

用 いて測 定 した。

(5) 固形 分濃度 (TS) (%)

試料質 量 を測定 して乾燥機で105℃, 24時 間 で乾燥

させ た後, 常温 まで冷却, 測定 し, 次 式 よ り求 めた。

TS(%)=D/W×100

TS: 固形 分濃度 (%)

D: 乾物 質量 (g)

W: 試料質量 (g)
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(6) 有機物濃度 (VS) (%)

乾物質 量 を測定 して灰 化炉 で550℃, 4時 間 で灰化

させ た後, 常温 まで冷却, 測 定 し, 次式 よ り求めた。

VS(%)=(D-A)/W×100

VS: 有機物濃度 (%)

A: 灰 化後質量 (g)

(7) 揮発性有機 酸量 (mg/l)

有機 酸量の測 定は高速 クロマ トグ ラフ有機 分析 シス

テム (HPLC, 島津LC-10AD) を用 いた。

実験 結 果 および 考察

1. 実験I バーテ ィシ リウム菌の殺菌試験

図1に1回 目の実験結果 を示 す。35℃菌 区の発酵槽

は, 8時 間後 に急激 に減少 し, その後 ゆ るや かに減少

した。55℃菌 区の発酵槽 では, 8時 間後 にはほ とん ど

のバ ーテ ィシ リウ ム菌 が死 滅 し, 1日 目以降 ではすべ

ての プレー トか らバ ーテ ィシリウム菌 の出現は見 られ

なか った。

図2に2回 目の実験結果 を示す。35℃菌 区の発酵槽

では, 1回 目の実験 と同様 に初 めの8時 間で コロニ ーは

約100分 の1に 減少 し, その後 ゆるや かに減少 した。

55℃菌 区 の発酵槽で は1日 後にほ とんどのバ ーテ ィシ

リウム菌 が死 滅 し, 3日 目以降で はす べての プレー ト

か らバ ー テ ィシ リウ ム菌 の出現 は見 られ なか った。1

回 目と2回 目の55℃菌 区での死滅速度 の違い は, 2回

目のほ うが熱 耐性 を持 ってい る微小菌核 を形成 したこ

とが原 因であ ると考 え られ る。

これ らの結果か ら(1)式よりT90を 求 めた。35℃菌 区

のT90は7.7日, 55℃菌 区のT90は0.2～0.6日 となっ

た。 中温 発酵 での家畜 ふん尿 中の病原菌 のT90は, 大

腸菌群 は0.8～2.7日, サルモ ネラ菌 は0.9～2.4日 で

あるこ とか ら (Olsen et al, 1987; Kearney et al, 1993)

バ ーテ ィシ リウム菌 は家畜ふ ん尿 中の病原菌 に比 べ熱

に対す る耐性が ある と考 えられ る。

2. 実験II メロンつる割れ病菌 の殺 菌試験

メロ ンつ る割れ病 菌の生存数 を図3に 示す。は35℃

菌区の場 合, 実験 開始 か ら2時 間後 の コロニ ーの減 少

が著 し く, 3日 目 には コ ロニ ーの 出 現 は認 め られ な

かった。55℃菌 区の場合 は2時 間後です でにコロニーの

発現 は見 られ なか った。 メロ ンつ る割れ病 菌 と同種の

きゅうりつ る割れ病菌 (F. oxysporum f. sp. cucumerinum)

には豚 ふん を, トマ ト萎 ち ょう病菌 (F. oxysporum f. sp.

lycopersici) には鶏 ふん を土壌 に施 用す ることによ りこ

れ らの防除 に効果 があ るとい う研 究報告 (松田明 ら,

1975; 本間善久 ら, 1976) がある ことか ら, ふ ん尿 中

の細菌 や有機物 がメ ロンフザ リウ ム萎 ち ょう菌 の生存

に影響 を与 えたとい うことが考 え られ る。

35℃菌 区の メ ロ ンフザ リウム萎 ち ょ う菌 のT90は

0.5日 で あった。

図2 バ ーテ ィシ リウム菌数の経 日変化 (2回 目)

-◆- 35℃菌 区

-■- 55℃菌 区

図1 バ ーテ ィシ リウム菌数の経 日変化 (1回 目)

-◆- 35℃菌 区

-■- 55℃菌 区

図3 メロ ンつ る割れ病菌数 の経 日変化

-◆- 35℃菌 区

-■- 55℃菌 区
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3. 実験III メロンつ る割 れ病菌 の殺菌試験 (55℃再

試行)

実験IIIにおいて も55℃菌 区の すべての シャー レに コ

ロニーの発現 は見 られなか った。 この ことか ら, 今回

使 用 した メロンつ る割れ病菌 は55℃で は生存 出来 ない

と考 えられ る。 この ことは同種 の きゅう りつ る割れ病

菌, トマ ト萎 ちょう病菌, イチゴ萎黄病菌 (F. oxysporum

f. sp. fragariae) が60℃, 10分 間の加熱 で死 滅す ると

い う研 究報告 (吉野正義 ら, 1972) と同様の結果 とな っ

た。

以上の結果 よ り, バ ーテ ィシ リウム菌, メロ ンつ る

割 れ病菌 は共 に55℃の 高温発酵 の方が35℃の 中温 発酵

に比 べ, 殺菌効果 が高い ことが明 らか となった。 これ

は, 家畜ふん尿 中の大腸菌群, 腸球 菌, サル モネ ラ,

ヨーネ菌 を使 った嫌 気発酵実験 の結 果 と同様 であった

(Olsen et al, 1985; Forshell, 1995; Watanabe et al, 1997)。

4. 実験IV バ イオガス生成確認 試験

図4に バ ーテ ィシ リウム菌区 および コン トロール区

の投入有機物 当た りの累 積バ イオ ガス生成量 を, また

図5に メロ ンつ る割 れ病 菌区お よびコ ン トロール区の

投入有機物 当た りの累積 バ イオ ガス生成 量 を示す。 両

菌区共 にコ ン トロール 区 とほぼ同様 なガス生成傾向 を

示 した。55℃は, 35℃に 比 ベ ガス生成速 度が速 く, 発

酵初 期の ガス生成 量 が多 か ったが, 20日 目にはほ ぼ

同様の累積 ガス生成量 とな った。

実験前, 実験 後の 固形 分濃度, 有機物 濃度, 固形分

に 占め る有機物 割合, pH, 有機酸 量の値 を表1, 2に

示す。 有 機物 分解率 は全 区で25%前 後 で あった。pH

は, 55℃の 方が35℃に 比 べ高い値 を示 した。 また両区

ともに実験前 と比 べ, 実験 後 にpH値 は上 昇 した。有

機 酸分解率 は全区で97.5%前 後 とな り, ほ とん どの有

機 酸 は発酵 に より分解 された。

以上の結 果か ら今回実験 で用い た供試 材料は正常 に

メ タン発酵 が行われ ていた もの と考 え られ る。

今回の実験 結果 は回分式発酵での もので あり, ふ ん

尿 中の病原菌 は回分式 よ り連続投入式 の方が長 く生存

図4 バ ー テ ィシ リウム菌区 と コン トロ ール 区の投 入

有機物 当た り累積バ イオ ガス生成 量

-◆- 35℃ Control 区

-■- 55℃ Control 区

-▲- 35℃ 菌 区

-＊- 55℃ 菌区

図5 メ ロンつ る割れ病 菌区 とコ ン トロール 区の投入

有機物 当た り累積バ イオ ガス生成量

-◆- 35℃ Control 区

-■- 55℃ Control 区

-▲- 35℃ 菌区

-＊- 55℃ 菌区

表1 実験前供試原料の性状
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した とい う報告 (Kearney et al, 1993) があ ることか ら,

今後 連続 投 入式 での 実験 も必 要 で あ ると考 え る。 ま

た, T90は 菌 の種 類 によ って も変 わ る (Leena, 2003)

ため, 今後他 の作物病原菌 についての検討 も必要で あ

ると考 える。

総 括

本実験 は, 乳 牛ふ ん尿 ス ラリーをメ タン発酵処理 し

た場合の作物病 原菌の一種 で あるバ ーテ ィシリウム菌

お よび メロ ンつ る割れ病菌 の生存率 につ いて, 35℃の

中温発酵 と55℃の 高温発酵 で回分試験 を行 い, それ ぞ

れの温度 で殺 菌に必要 な最低 時間 を求 める ことを目的

とした。結果 を要約す る と以下の とお りであ る。

1) バ ーテ ィシ リウム菌 は35℃菌 区の 中温 発酵で は

10日 以 内 に全 て の 菌 は死 滅 せ ず, T90は7.7日 と

な った。55℃菌 区 の高 温発 酵 で は3日 後 に は死滅

し, T90は0.2～0.6日 とな った。

2) メロ ンつ る割れ病菌 は, 35℃の 菌 区の中温発酵 で

は3日 後 には死滅 し, T90は0.5日 とな った。55℃菌

区の高温 発酵で は15分 で死滅 した。

以上の結 果よ り, バ イオガス システムはバ ーテ ィシ

リウム菌, メ ロンつ る割 れ病菌 といった作 物病原菌 に

対 して十分 な殺菌能力 を もち, 更 に55℃の 高温発酵 の

方が よ り有効 で あることが明 らか となった。

表2 実験後供試原料の性状
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Abstract

The aim of the study was to clear the effect of inactivation of Verticillium dahliae and Fusarium oxyporum f. sp.

melonis of crops pathogenic fungi under methophilic (35℃) and thermophilic (55℃) temperatures using batchwise

anaerobic digesters. The time required for a 90% reduction of viable counts of a population of microorganisms or a

decrease by log10 (T90) of Veyticillium dahliae was 7.7 days at 35℃ and 0.6 days at 55℃, respectively. The T90 value of

Fusarium oxyporum f. sp. melonis was 0.5 days at 35℃. However, Fusarium oxyporum f. sp. melonis could not be

detected after 15 minutes at 55℃. As a result, it was clear that thermophilic digestion was more effective in inactivating

Verticillium dahliae and Fusarium oxyporum f. sp. melonis than methophilic digestion.

Keywords: Verticillium dahliae, Fusarium oxyporum f. sp. melonis, dairy slurry, anaerobic digestion, T90
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