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(57)【要約】
【課題】
　Ｌ－乳酸の光学純度の低下がなく、長時間にわたり安定して高生産性を維持することが
できる連続発酵法によるＬ－乳酸の製造方法を提供する。
【解決手段】
　Ｌ－乳酸を生産する能力を有する微生物であるバチルス・コアギュランス（Ｂａｃｉｌ
ｌｕｓ　ｃｏａｇｕｌａｎｓ）の発酵培養液を分離膜で濾過し、濾液からＬ－乳酸を回収
すると共に未濾過液を前記の発酵培養液に保持または還流し、かつ、その微生物の発酵原
料を該発酵培養液に追加する連続発酵において、該分離膜として平均細孔径が０.０１μ
ｍ以上１μｍ未満の細孔を有する多孔性膜を用いることを特徴とする、連続発酵によるＬ
－乳酸の製造方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｌ－乳酸を生産する能力を有する微生物であるバチルス・コアギュランス（Ｂａｃｉｌ
ｌｕｓ　ｃｏａｇｕｌａｎｓ）の発酵培養液を分離膜で濾過し、濾液からＬ－乳酸を回収
すると共に未濾過液を前記の発酵培養液に保持または還流し、かつ、その微生物の発酵原
料を該発酵培養液に追加する連続発酵において、該分離膜として平均細孔径が０.０１μ
ｍ以上１μｍ未満の細孔を有する多孔性膜を用いることを特徴とする、連続発酵によるＬ
－乳酸の製造方法。
【請求項２】
　膜間差圧を０．１から２０ｋＰａの範囲にして濾過処理することを特徴とする、請求項
１に記載のＬ－乳酸の製造方法。
【請求項３】
　多孔性膜の純水透過係数が２×１０-９ｍ３／ｍ２／ｓ／ｐａ以上６×１０-７ｍ３／ｍ
２／ｓ／ｐａ以下である、請求項１または２に記載のＬ－乳酸の製造方法。
【請求項４】
　多孔性膜の平均細孔径が０.０１μｍ以上０.２μｍ未満であり、かつ、多孔性膜の細孔
径の標準偏差が０.１μｍ以下である、請求項１～３のいずれかに記載のＬ－乳酸の製造
方法。
【請求項５】
　多孔性膜の膜表面粗さが０.１μｍ以下である、請求項１～４のいずれかに記載のＬ－
乳酸の製造方法。
【請求項６】
　多孔性膜が多孔質樹脂層を含む、請求項１～５のいずれかに記載のＬ－乳酸の製造方法
。
【請求項７】
　多孔質樹脂層が有機高分子からなる、請求項６に記載のＬ－乳酸の製造方法。
【請求項８】
　多孔質樹脂層がポリフッ化ビニリデンを含む、請求項６または７に記載のＬ－乳酸の製
造方法。
【請求項９】
　バチルス・コアギュランスの培養温度が３０℃から６５℃である、請求項１～８のいず
れかに記載のＬ－乳酸の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、バチルス・コアギュランスの連続発酵法によるＬ－乳酸の製造方法に関する
。
【背景技術】
【０００２】
　生分解性ポリマーであるポリ乳酸は、大気中に二酸化炭素の排出問題やエネルギー問題
の顕在化と共にサスティナビリティー（持続可能性）およびライフサイクルアセスメント
（ＬＣＡ）対応型製品として強い注目を浴びており、現在主に生産されているポリ乳酸は
Ｌ－乳酸ポリマーでありポリマー原料、農薬および医薬の中間体として近年注目が集まり
量産化されつつある。特にポリマー原料となるＬ－乳酸は、高い光学純度のＬ－乳酸が必
要とされ、光学純度の高いＬ－乳酸を高収率で得られるような製造法が求められている。
【０００３】
　Ｌ－乳酸の生産性の高い乳酸生産菌として、中庸に好熱性の乳酸生産菌であるバチルス
・コアギュランス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｏａｇｕｌａｎｓ）が、これまで主に食品用途
のＬ－乳酸を生産するための微生物として用いられてきた。そこで、Ｌ－乳酸の生産性の
高いバチルス・コアギュランスを用いて、ポリ乳酸原料となるＬ－乳酸を工業的に製造す
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ることを考えた場合、生産コストを考慮して、サトウキビや澱粉、ソフトセルロース等の
バイオマス由来の糖原料を用いた乳酸発酵培地を使用することを検討することになるが、
バチルス・コアギュランスを用いたＬ－乳酸発酵では、バイオマス由来原料の糖質とその
他栄養物質多く含む培地を用いると、発酵温度が高温（５０℃以上）であっても培養環境
によってはＬ－乳酸の光学純度が低下する場合があり（特許文献１、非特許文献１参照。
）、そして、Ｌ－乳酸の光学純度の低下はポリマー用の実用的なポリ乳酸の製造のための
重合時に融点の著しく低下を招くため、バチルス・コアギュランスによるＬ－乳酸の発酵
生産は、ポリ乳酸用の乳酸を製造する上では実用的ではなかった。
【０００４】
　一方、Ｌ－乳酸の発酵生産法として、従来から連続発酵法が知られている。連続発酵法
は発酵反応槽内で目的物質が高濃度に蓄積されることを回避することによって、長時間に
わたって高い収率と生産性を維持できるという特徴を持っている。具体的には、発酵培養
液と微生物の分離膜として多孔性膜を用いた連続発酵法によってＬ－乳酸菌を発酵培養す
ることによるＬ－乳酸の連続発酵が提案されている（特許文献２参照。）。しかしながら
、特許文献２には中庸に好熱性のバチルス・コアギュランスを用いた連続発酵については
記載されておらず、バチルス・コアギュランスが特許文献２に記載の連続発酵法に適した
微生物であるかどうかは知られていなかった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開２００５－７３５４９号公報
【特許文献２】特開２００８－１３１９３１号公報
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ronald H. W.Maas et.al.（ロナルド・エイチ・ダブリュ・マースら）
、Applied Microbiology and Biotechnology（アプライド・マイクロバイオロジー・アン
ド・バイオテクノロジー），７８，７５１－７５８（２００８）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明は、光学純度の高いＬ－乳酸を高収率で得られるようなＬ－乳酸の製造方法を提
供することを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者らは、バチルス・コアギュランスがＬ－乳酸の連続発酵培養に適した微生物で
あるだけでなく、バチルス・コアギュランスを分離膜として多孔性膜を用いた連続培養方
法に適用することで、光学純度の高いＬ－乳酸を高収率で得られることを見出し、本発明
を完成するに至った。
【０００９】
　すなわち、本願発明は以下（１）～（９）の通りである。
【００１０】
　（１）Ｌ－乳酸を生産する能力を有する微生物であるバチルス・コアギュランス（Ｂａ
ｃｉｌｌｕｓ　ｃｏａｇｕｌａｎｓ）の発酵培養液を分離膜で濾過し、濾液からＬ－乳酸
を回収すると共に未濾過液を前記の発酵培養液に保持または還流し、かつ、その微生物の
発酵原料を該発酵培養液に追加する連続発酵において、該分離膜として平均細孔径が０.
０１μｍ以上１μｍ未満の細孔を有する多孔性膜を用いることを特徴とする、連続発酵に
よるＬ－乳酸の製造方法。
【００１１】
　（２）膜間差圧を０．１から２０ｋＰａの範囲にして濾過処理することを特徴とする、
（１）に記載のＬ－乳酸の製造方法。
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【００１２】
　（３）多孔性膜の純水透過係数が２×１０-９ｍ３／ｍ２／ｓ／ｐａ以上６×１０-７ｍ
３／ｍ２／ｓ／ｐａ以下である、（１）または（２）に記載のＬ－乳酸の製造方法。
【００１３】
　（４）多孔性膜の平均細孔径が０.０１μｍ以上０.２μｍ未満であり、かつ、多孔性膜
の細孔径の標準偏差が０.１μｍ以下である、（１）～（３）のいずれかに記載のＬ－乳
酸の製造方法。
【００１４】
　（５）多孔性膜の膜表面粗さが０.１μｍ以下である、（１）～（４）のいずれかに記
載のＬ－乳酸の製造方法。
【００１５】
　（６）多孔性膜が多孔質樹脂層を含む、（１）～（５）のいずれかに記載のＬ－乳酸の
製造方法。
【００１６】
　（７）多孔質樹脂層が有機高分子からなる、（６）に記載のＬ－乳酸の製造方法。
【００１７】
　（８）多孔質樹脂層がポリフッ化ビニリデンを含む、（６）または（７）に記載のＬ－
乳酸の製造方法。
【００１８】
　（９）バチルス・コアギュランスの培養温度が３０℃から６５℃である、（１）～（８
）のいずれかに記載のＬ－乳酸の製造方法。
【発明の効果】
【００１９】
　本発明によれば、光学純度の高いＬ－乳酸を高効率で得ることができる。そして、本発
明により得られるＬ－乳酸は、ポリ乳酸原料用のＬ－乳酸として好適に用いることができ
る。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】図１は、本発明で用いられる膜分離型の連続発酵装置の一つの実施の形態を説明
するための概要側面図である。
【図２】図２は、本発明で用いられる他の膜分離型の連続発酵装置の一つの実施の形態を
説明するための概要側面図である。
【図３】図３は、本発明で用いられる多孔性膜を利用した分離膜エレメントの一つの実施
の形態を説明するための概要斜視図である。
【図４】図４は、本発明で用いられる中空糸膜を利用した分離膜エレメントの一つの実施
の形態を説明するための概要斜視図である。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　本発明は、Ｌ－乳酸を生産する能力を有する微生物としてバチルス・コアギュランス（
Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｏａｇｕｌａｎｓ）を用いることを特徴としている。本発明におい
て使用されるバチルス・コアギュランスのＬ－乳酸生産能は特に限定されるものではない
が、光学純度９０％ｅ．ｅ．以上のＬ－乳酸を生産する能力を有することが好ましい。こ
こで、バチルス・コアギュランスが光学純度９０％ｅ．ｅ．以上のＬ－乳酸を生産する能
力を有するかどうかは、滅菌した糖１００ｇ／Ｌを含む培養液にバチルス属に属する細菌
を接種し、３７℃で、静置培養を行い、経時的に培養液中の糖濃度を測定し、糖が完全に
消費された後の培養液中に生産された乳酸の光学純度を測定し、Ｌ－乳酸の光学純度が９
０％ｅ．ｅ．以上であれば、光学純度９０％ｅ．ｅ．以上のＬ－乳酸生産菌であると判断
することができる。
【００２２】
　バチルス・コアギュランスの菌株としては、Ｌ－乳酸を生産する能力を有するものであ
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れば特に限定はなく、具体例として、ＡＴＣＣ１０５４５、ＡＴＣＣ１１０１４、ＡＴＣ
Ｃ１１３６９、ＡＴＣＣ１２２４５、ＡＴＣＣ１５９４９、ＡＴＣＣ２２１３６６、ＡＴ
ＣＣ２３４９８、ＡＴＣＣ３１２８４、ＡＴＣＣ３５６７０、ＡＴＣＣ５１２３２、ＡＴ
ＣＣ５３５９５、ＡＴＣＣ７０５０、ＡＴＣＣ８０３８、ＤＳＭ２３５６、ＮＢＲＣ３５
５７、ＮＢＲＣ３８８６、ＮＢＲＣ３８８７、ＮＢＲＣ１２５８３、ＮＢＲＣ１２７１４
株などが挙げられるが、好ましくはＮＢＲＣ１２５８３またはＮＢＲＣ１２７１４株であ
る。
【００２３】
　本発明は、前記バチルス・コアギュランスの発酵培養液を分離膜で濾過し、濾液からＬ
－乳酸を回収すると共に未濾過液を前記の発酵培養液に保持または還流し、かつ、その微
生物の発酵原料を該発酵培養液に追加する連続発酵において、該分離膜として平均細孔径
が０.０１μｍ以上１μｍ未満の細孔を有する多孔性膜を用いことを特徴とする。
【００２４】
　本発明において分離膜として用いられる多孔性膜は、発酵に使用されるバチルス・コア
ギュランスによる目詰まりが起こりにくく、かつ、濾過性能が長期間安定に継続する性能
を有するものであることが必要である。具体的には、本発明で使用される多孔性膜は、平
均細孔径が０.０１μｍ以上１μｍ未満であることが重要である。
【００２５】
　多孔性膜の平均細孔径が上記の範囲内にあると、菌体や汚泥などがリークすることのな
い高い排除率と、高い透水性を両立させることができ、さらに目詰まりを起こしにくく、
透水性を長時間保持することが、より高い精度と再現性を持って実施することができる。
細菌類を用いた場合、多孔性膜の平均細孔径は好ましくは０.４μｍ以下であり、平均細
孔径は０.２μｍ未満であればより好適に実施することが可能である。なお、平均細孔径
は、小さすぎると透水量が低下することがあるので、本発明では、平均細孔径は０.０１
μｍ以上であり、好ましくは０．０２μｍ以上であり、さらに好ましくは０．０４μｍ以
上である。
【００２６】
　ここでいう平均細孔径とは、倍率１０，０００倍の走査型電子顕微鏡観察における、９
．２μｍ×１０．４μｍの範囲内で観察できる細孔すべての直径を測定し、平均すること
により求めることができる。
【００２７】
　また、多孔性膜の平均細孔径の標準偏差σは、０．１μｍ以下であることが好ましい。
更に、平均細孔径の標準偏差が小さい、すなわち細孔径の大きさが揃っている方が均一な
透過液を得ることができ、発酵運転管理が容易になることから、平均細孔径の標準偏差は
小さければ小さい方が好ましい。平均細孔径の標準偏差σは、上述の９．２μｍ×１０．
４μｍの範囲内で観察できる細孔数をＮとして、測定した各々の直径をＸｋとし、細孔直
径の平均をＸ（ａｖｅ）とした下記の（式１）により算出される。
【００２８】
【数１】

【００２９】
　本発明で用いられる多孔性膜においては、発酵培養液の透過性が重要点の一つであり、
透過性の指標として、使用前の多孔性膜の純水透過係数を用いることができる。本発明に
おいて、多孔性膜の純水透過係数は、逆浸透膜による２５℃の温度の精製水を用い、ヘッ
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ド高さ１ｍで透水量を測定し算出したとき、２×１０－９ｍ３／ｍ２／ｓ／ｐａ以上であ
ることが好ましく、純水透過係数が２×１０－９ｍ３／ｍ２／ｓ／ｐａ以上６×１０－７

ｍ３／ｍ２／ｓ／ｐａ以下であれば、実用的に十分な透過水量が得られる。
【００３０】
　本発明で用いられる多孔性膜の膜表面粗さは、多孔性膜の目詰まりに影響を与える因子
であり、好ましくは膜表面粗さが０.１μｍ以下のときに多孔性膜の剥離係数や膜抵抗を
好適に低下させることができ、より低い膜間差圧で連続発酵が実施可能である。従って、
目詰まりを抑えることで、安定した連続発酵が可能になることから、膜表面粗さは小さけ
れば小さいほど好ましい。
【００３１】
　また、多孔性膜の膜表面粗さが低いことにより、微生物の濾過において、膜表面で発生
する剪断力を低下させることが期待でき、微生物の破壊が抑制され、多孔性膜の目詰まり
も抑制されることにより、長期間安定な濾過が可能になると考えられる。
【００３２】
　ここで、膜表面粗さは、膜表面に対して垂直方向の高さの平均値であり、下記の原子間
力顕微鏡装置（ＡＦＭ）を使用して、下記の条件で測定することができる。
・装置　原子間力顕微鏡装置(Digital Instruments（株）製Nanoscope IIIa)
・条件　探針　　　　SiNカンチレバー(Digital Instruments（株）製)
　　　　走査モード　コンタクトモード（気中測定）
　　　　　　　　　　水中タッピングモード（水中測定）
　　　　走査範囲　　１０μｍ、２５μｍ四方（気中測定）
　　　　　　　　　　５μｍ、１０μｍ四方（水中測定）
　　　　走査解像度　５１２×５１２
・試料調製 測定に際し膜サンプルは、常温でエタノールに１５分浸漬後、ＲＯ水中に２
４時間浸漬し洗浄した後、風乾し用いた。ＲＯ水とは、濾過膜の一種である逆浸透膜（Ｒ
Ｏ膜）を用いて濾過し、イオンや塩類などの不純物を排除した水を指す。ＲＯ膜の孔の大
きさは、概ね２ｎｍ以下である。
【００３３】
　膜表面粗さｄｒｏｕｇｈは、上記ＡＦＭにより各ポイントのＺ軸方向の高さから、下記
の（式２）により算出する。
【００３４】
【数２】

【００３５】
　本発明で分離膜として用いられる多孔性膜の構成について説明する。本発明における多
孔性膜は、被処理水の水質や用途に応じた分離性能と透水性能を有するものであり、阻止
性能および透水性能や耐汚れ性という分離性能の点からは、多孔質樹脂層を含む多孔性膜
であることが好ましい。このような多孔性膜は、多孔質基材の表面に、分離機能層として
作用とする多孔質樹脂層を有している。多孔質基材は、多孔質樹脂層を支持して分離膜に
強度を与えるものである。
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【００３６】
　多孔質基材の素材は、有機材料および／または無機材料等からなり、中でも有機繊維が
望ましく用いられる。好ましい多孔質基材は、セルロース繊維、セルローストリアセテー
ト繊維、ポリエステル繊維、ポリプロピレン繊維およびポリエチレン繊維などの有機繊維
を用いてなる織布や不織布であり、中でも、密度の制御が比較的容易であり製造も容易で
安価な不織布が好ましく用いられる。
【００３７】
　また、多孔質樹脂層は、上述したように分離機能層として作用するものであり、有機高
分子膜を好適に使用することができる。有機高分子膜の素材としては、例えば、ポリエチ
レン系樹脂、ポリプロピレン系樹脂、ポリ塩化ビニル系樹脂、ポリフッ化ビニリデン系樹
脂、ポリスルホン系樹脂、ポリエーテルスルホン系樹脂、ポリアクリロニトリル系樹脂、
ポリオレフィン系樹脂、セルロース系樹脂およびセルローストリアセテート系樹脂などが
挙げられ、これらの樹脂を主成分とする樹脂の混合物であってもよい。ここで主成分とは
、その成分が５０重量％以上、好ましくは６０重量％以上含有することをいう。
【００３８】
　中でも、有機高分子膜の膜素材としては、溶液による製膜が容易で物理的耐久性や耐薬
品性にも優れているポリ塩化ビニル系樹脂、ポリフッ化ビニリデン系樹脂、ポリスルホン
系樹脂、ポリエーテルスルホン系樹脂、ポリアクリロニトリル系樹脂、ポリオレフィン系
樹脂が好ましく、ポリフッ化ビニリデン系樹脂またはポリオレフィン系樹脂がより好まし
く、ポリフッ化ビニリデン系樹脂またはそれを主成分とする樹脂が最も好ましく用いられ
る。
【００３９】
　ここで、ポリフッ化ビニリデン系樹脂としては、フッ化ビニリデンの単独重合体が好ま
しく用いられるが、フッ化ビニリデンの単独重合体の他、フッ化ビニリデンと共重合可能
なビニル系単量体との共重合体も好ましく用いられる。フッ化ビニリデンと共重合可能な
ビニル系単量体としては、テトラフルオロエチレン、ヘキサフルオロプロピレンおよび三
フッ化塩化エチレンなどが例示される。
【００４０】
　また、ポリオレフィン系樹脂としては、ポリエチレン、ポリプロピレン、塩素化ポリエ
チレンまたは塩素化ポリプロピレンが挙げられるが、塩素化ポリエチレンが好ましく用い
られる。
【００４１】
　本発明で用いられる多孔性膜は、平膜であっても中空糸膜であっても良い。平膜の場合
、その平均厚みは用途に応じて選択されるが、好ましくは２０μｍ以上５０００μｍ以下
であり、より好ましくは５０μｍ以上２０００μｍ以下の範囲で選択される。
【００４２】
　本発明で用いられる分離膜は、多孔質基材と多孔質樹脂層とから形成されている多孔性
膜であることが好ましい。その際、多孔質基材に多孔質樹脂層が浸透していても、多孔質
基材に多孔質樹脂層が浸透していなくてもどちらでも良く、用途に応じて選択される。多
孔質基材の平均厚みは、好ましくは５０μｍ以上３０００μｍ以下の範囲で選択される。
【００４３】
　また、多孔性膜が中空糸膜の場合、中空糸の内径は好ましくは２００μｍ以上５０００
μｍ以下の範囲で選択され、膜厚は好ましくは２０μｍ以上２０００μｍ以下の範囲で選
択される。また、有機繊維または無機繊維を筒状にした織物や編物を中空糸の内部に含ん
でいても良い。
【００４４】
　本発明で用いられる多孔性膜は、支持体と組み合わせることによって分離膜エレメント
とすることができる。多孔性膜を有する分離膜エレメントの形態は特に限定されないが、
支持体として支持板を用い、その支持板の少なくとも片面に、本発明で用いられる多孔性
膜を配した分離膜エレメントは、本発明で用いられる多孔性膜を有する分離膜エレメント
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の好適な形態の一つである。この形態で、膜面積を大きくすることが困難な場合には、透
水量を大きくするために、支持板の両面に多孔性膜を配することも好ましい態様である。
【００４５】
　本発明で用いられる多孔性膜は、特開２００８－１３１９３１号公報に記載の多孔性膜
の作成方法により作成することができる。
【００４６】
　本発明において、バチルス・コアギュランスを分離膜で濾過処理する際の膜間差圧は、
原核微生物および培地成分が容易に目詰まりしない条件であればよいが、膜間差圧を０.
１ｋＰａ以上２０ｋＰａ以下の範囲にして濾過処理することが好ましく、より好ましくは
０.１ｋＰａ以上１０ｋＰａ以下の範囲であり、さらに好ましくは０.１ｋＰａ以上５ｋＰ
ａの範囲である。上記膜間差圧の範囲を外れた場合、原核微生物および培地成分の目詰ま
りが急速に発生し、透過水量の低下を招き、連続発酵運転に不具合を生じることがある。
【００４７】
　濾過の駆動力としては、発酵培養液と多孔性膜処理水の液位差（水頭差）を利用したサ
イホンにより多孔性膜に膜間差圧を発生させることが可能である。また、濾過の駆動力と
して多孔性膜処理水側に吸引ポンプを設置してもよいし、多孔性膜の発酵培養液側に加圧
ポンプを設置することも可能である。膜間差圧は、発酵培養液と多孔性膜処理水の液位差
を変化させることにより制御することができるから、特別に発酵反応槽内を加圧状態に保
つ必要がなく、乳酸を生産する能力が低下しない。また、発酵反応槽内を加圧状態に保つ
必要がないことから、膜分離槽と発酵反応槽間で発酵培養液を循環させる動力手段が不要
となり、多孔性膜を発酵反応槽内に設置することも可能となり、連続発酵装置のコンパク
ト化を図ることができる。
【００４８】
　また、膜間差圧を発生させるためにポンプを使用する場合には、吸引圧力により膜間差
圧を制御することができ、更に発酵培養液側の圧力を導入する気体または液体の圧力によ
っても膜間差圧を制御することができる。これら圧力制御を行う場合には、発酵培養液側
の圧力と多孔性膜処理水側の圧力差をもって膜間差圧とし、膜間差圧の制御に用いること
ができる。
【００４９】
　本発明で使用される発酵原料における炭素源としては、バチルス・コアギュランスが資
化可能な炭素源であれば特に限定はなく、グルコース、アラビノース、セルビオース、ラ
クトース、メリビオース、サリシン、イヌリン、マンノース、ラフィノース、トレハロー
ス、マンニトール、ソルビトール、シュクロース、フラクトース、ガラクトース、ラクト
ース、マルトース等の糖類、これら糖類を含有する澱粉糖化液、甘藷糖蜜、甜菜糖蜜、ハ
イテストモラセス、ケーンジュース、ケーンジュース抽出物または濃縮液、ケーンジュー
スからの精製もしくは結晶化された原料糖または精製糖、セルロース由来の糖化液、ある
いは糖類以外では酢酸、フマル酸等の有機酸、エタノール等のアルコール類、あるいはグ
リセリン等が挙げられ、中でも澱粉糖化液やケーンジュースからの精製または結晶化され
た原料糖が好ましく使用される。
【００５０】
　澱粉糖化液は、澱粉を液化後糖化または液化同時糖化した水溶液または水解物である。
澱粉の液化は溶解または可溶性になさせる液体化であり、酸添加などの化学的処理、酵素
または細胞による処理または熱力学的な処理などの澱粉の部分的水解物調製工程を含むこ
とによりでき、１つまたは２つの工程以上の組み合わせによる液体化もできる。このよう
な液体化により作製された水溶液または水解物を澱粉の部分的水解物または澱粉液化物ま
たは液化澱粉とも言う。糖化は澱粉または液化澱粉または澱粉の部分的水解物または澱粉
液化物またはデキストリンまたはマルトースの酸加水分解または酵素的加水分解であり、
工程の組み合わせによる糖化もできる。澱粉は液化または糖化または液化と糖化工程によ
りＤ－グルコースまたはマルトースまたはマルトオリゴ糖などの生産物が得られる。
【００５１】
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　澱粉糖化液は、α－アミラーゼまたはグルコアミラーゼまたはフルラナーゼまたはこれ
らの混合物により調製できる。またこれらの酵素による澱粉の液化／糖化は順次行っても
良く、同時に行ってもよく、糖化酵素を発酵中に投入して糖化同時発酵をしても良い。
【００５２】
　澱粉糖化液は、液化工程、糖化工程または液化および糖化工程により得られたＤ－グル
コースまたはマルトースまたはマルトオリゴ糖またはこれらの２種以上の生産物などから
なる。また、前記澱粉糖化液には、炭素源となる糖源以外に窒素源と燐源、ビタミン源、
タンパク質などが含まれることがある。
【００５３】
　澱粉糖化液の原料となる澱粉について特に限定はないが、ジャガイモ、小麦、トウモロ
コシ、サツマイモ、米、キャッサバ、タピオカ、クズ、カタクリ、緑豆、サゴヤシ、ワラ
ビ由来の澱粉が好ましく用いられる。
【００５４】
　原料糖は、ケーンジュースまたはケーン粕に石灰または石灰乳などを加え、加熱して不
純物を取り除くまたは連続沈殿させ不純物を除くことで製造される。その後、濃縮させて
真空結晶化し、糖蜜と結晶に分離する。その時に結晶として分けられたものを原料糖とす
る。石灰または石灰乳は不純物を取り除く時に加熱しながら添加しても良い。連続沈殿時
および濃縮時には加熱しても良い。真空結晶化して分離された結晶を乾燥してもよい。な
お、本発明で用いられる原料糖について特に限定はないが、ムソー株式会社製の“優糖精
”が好ましい例として挙げられる。
【００５５】
　発酵原料における炭素源の使用濃度は特に制限されず、バチルス・コアギュランスのＬ
－乳酸の生産を阻害しない範囲であれば可能な限り高い濃度であることが好ましい。具体
的には、炭素源の濃度は、倍地中に１．６～５０％（ｗ／ｖ）が好ましく、より好ましく
は３～３０％（ｗ／ｖ）である。
【００５６】
　また、炭素源以外の窒素源はＬ－乳酸生産菌の良好な生育にとって重要である。具体的
な窒素源としては、酵母エキス、アンモニアガス、アンモニア水、アンモニウム塩類、尿
素、硝酸塩類あるいは有機窒素源（例えば、油粕類、大豆加水分解液、カゼイン分解物、
アミノ酸、ビタミン類、コーンスティープリカー、肉エキス、ペプトン、ポリペプトンＳ
等のタンパク質）、発酵原料中の炭素源に含まれるアミノ酸またはタンパク性の不純物、
あるいは各種発酵菌体またはその加水分解物などが挙げられ、これらは単独または組み合
わせて使用しても良いが、有機窒素源であることが好ましい。ただし、窒素源は、Ｌ－乳
酸発酵生産後の精製および重合の阻害物質となる可能性があるため、連続発酵での良好な
生育や、Ｌ－乳酸の光学純度を低下させない程度まで発酵原料の窒素源の濃度を減らすこ
とが好ましい。
【００５７】
　また、発酵原料中には無機塩類を含んでもよく、無機塩類としては、リン酸塩、マグネ
シウム塩、カルシウム塩、ナトリウム塩、鉄塩およびマンガン塩等を適宜添加することが
できる。
【００５８】
　その他、バチルス・コアギュランスが生育のために特定の栄養素を必要とする場合には
その栄養物を標品もしくはそれを含有する天然物として添加する。また、消泡剤も必要に
応じて使用することができる。
【００５９】
　本発明において、前記発酵原料を含む乳酸発酵培地の好ましい具体例としては、グルコ
ース濃度が１００ｇ／Ｌになるようにトウモロコシ澱粉糖化液１００ｇ／Ｌと３０ｇ／Ｌ
のＣＳＬ（コーンスティープリカー）を含む乳酸発酵培地（以下、ＣＣと略すことがある
。）とグルコース濃度が１００ｇ／Ｌになるようにタピオカ澱粉糖化液１００ｇ／Ｌと３
０ｇ／ＬのＣＳＬを含む乳酸発酵培地（以下、ＴＣ培地と略すことがある。）、グルコー
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ス１００ｇ／Ｌと３０ｇ／ＬのＣＳＬを含む乳酸発酵培地（以下、ＧＣ培地と略すことが
ある。）、原料糖１００ｇ／Ｌと３０ｇ／ＬのＣＳＬを含む乳酸発酵培地（以下、ＲＣ培
地と略すことがある。）が挙げられる。
【００６０】
　前記乳酸発酵培地は、次のようにして調製することができる。例えば、栄養素のうち、
炭素源になる糖と窒素源になるものをグループに分け、グループごとにオートクレーブ処
理により滅菌し、常温以下の温度まで冷却した後、混合などにより各発酵培地に含んだ濃
度になるように調製するか、炭素源と窒素源を混合した後、オートクレーブ処理により滅
菌し、常温以下の温度まで冷却した後、発酵培地にする。
【００６１】
　本発明において、バチルス・コアギュランスを発酵培養する際、好気的条件下で培養し
てもよいが、嫌気的条件下で行うことが好ましい。バチルス属に属する細菌は好気性また
は通気性の微生物であるため、通常、通気などを行うことにより好気的条件下で培養する
が、好気的条件下では、グルコース等の糖はピルビン酸からクレブス回路を経て代謝され
てしまうため、Ｌ－乳酸の収率という観点においては嫌気的条件が好ましく採用される。
嫌気的条件下で培養を行うためには、静置して行うこともできるが、不活性ガスを通気し
ながら振とう培養もしくは攪拌培養を行ってもよい。ここでいう不活性ガスとしては、二
酸化炭素、窒素、アンモニア、アルゴン等を用いればよく、通気量、通気手段はＬ－乳酸
生産性を考えて、適宜決めればよい。なお、ここでの窒素は嫌気培養を行うために使用す
るガスであり、本発明における窒素源には該当しない。
【００６２】
　また、バチルス・コアギュランスを発酵培養する際、発酵原料を炭酸カルシウム、水酸
化カルシウムあるいは水酸化マグネシウムなどの二価イオンの水酸化物、水酸化ナトリウ
ムまたはアンモニアなどにより中和しながら培養することが好ましい。また、培養時のｐ
Ｈは、バチルス・コアギュランスがＬ－乳酸を生産できる条件であれば特に限定はないが
、ｐＨ４から８の範囲内であることが好ましい。また、バチルス・コアギュランスの培養
温度は、Ｌ－乳酸を生産できる条件であれば特に限定はないが、Ｌ－乳酸を生産するため
の９９％ｅ．ｅ．以上の高い光学純度のＬ－乳酸を生産するための培養温度であることが
好ましく、具体的には３０℃から６５℃までが好ましい。
【００６３】
　本発明の連続発酵では、培養初期にＢａｔｃｈ培養またはＦｅｄ－Ｂａｔｃｈ培養を行
って菌体濃度を高くした後に連続培養（引き抜き）を開始しても良いし、高濃度の菌体を
シードし、培養開始とともに連続培養を行っても良い。また、菌体を発酵反応槽に維持し
たままで、発酵反応槽からの発酵培養液の連続的かつ効率的な抜き出しが可能となること
から、Ｌ－乳酸生産菌を連続的に発酵培養し、十分な増殖を確保した後に発酵原料液組成
を変更し、目的とするＬ－乳酸を効率よく製造することも可能である。連続発酵の際の乳
酸発酵培地と発酵培養液の引き抜きの開始時期は、必ずしも同じである必要はなく、乳酸
発酵培地の供給と発酵培養液の引き抜きは連続的であってもよいし、間欠的であってもよ
い。
【００６４】
　本発明の連続発酵での発酵培養液中の菌体濃度は、発酵培養液の環境が菌体増殖にとっ
て不適切となって死滅する比率が高くならない範囲で、高い状態で維持することが効率よ
い生産性を得るのに好ましく、一例として、菌体の乾燥重量として５ｇ／Ｌ以上に維持す
ることで良好な生産効率が得られる。また、連続発酵装置の運転上の不具合、生産効率の
低下を招かなければ、菌体濃度の上限値は限定されない。
【００６５】
　本発明により製造されたＬ－乳酸の濾過・分離・精製は、従来知られている濃縮、蒸留
および晶析などの方法を組み合わせて行うことができるが、ＷＯ２００９／００４９２２
に開示されるナノ濾過膜を利用した精製により好ましく精製される。
【００６６】



(11) JP 2012-16290 A 2012.1.26

10

20

30

40

50

　本発明によるＬ－乳酸の製造方法によって得られたＬ－乳酸は、ポリエステル樹脂の原
料に用いられ、それらポリエステル樹脂は、射出成形、押出成形、ブロー成形、真空成形
、溶融紡糸およびフィルム成形などの任意の成形方法により、所望の形状に成形すること
ができ、機械部品などの樹脂成形品、衣料・産業資材などの繊維、および包装・磁気記録
などのフィルムとして使用することができる。本発明によるＬ－乳酸の製造方法を用いる
ことにより、これら幅広い用途のあるＬ－乳酸を不純物少なく効率的に製造することがで
きることから、より安価に乳酸を提供することが可能となる。
【実施例】
【００６７】
　以下、本発明のＬ－乳酸の製造方法をさらに具体的に説明するために連続発酵によるＬ
－乳酸の発酵生産について実施例に基づいて具体的に説明する。本発明は、これらの実施
例に限定されない。
【００６８】
　本実施例では、Ｌ－乳酸を生産させる細菌として、バチルス・コアギュランス（Ｂａｃ
ｉｌｌｕｓ　ｃｏｇｕｌａｎｓ）　ＮＢＲＣ１２５８３株とＮＢＲＣ１２７１４株を選定
した。発酵原料としては上記の乳酸発酵培地（ＴＣ培地、ＧＣ培地、ＲＣ培地）を用いた
。
【００６９】
　発酵培養液中に生産されたＬ－乳酸の濃度は、以下の条件でＨＰＬＣ法により測定した
。
カラム：Ｓｈｉｍ－Ｐａｃｋ ＳＰＲ－Ｈ（株式会社島津製作所製）
移動相：５ｍＭ ｐ－トルエンスルホン酸（流速０．８ｍＬ／分）
反応液：５ｍＭ ｐ－トルエンスルホン酸、２０ｍＭ ビストリス、０．１ｍＭ ＥＤＴＡ
・２Ｎａ（流速０．８ｍＬ／分）
検出方法：電気伝導度
温度：４５℃。
【００７０】
　また、Ｌ－乳酸の光学純度は、以下の条件でＨＰＬＣ法により測定したＬ－乳酸および
Ｄ－乳酸濃度の測定結果から、次式に基づいて計算した。
カラム：ＴＳＫ－ｇｅｌ Ｅｎａｎｔｉｏ Ｌ１（東ソー株式会社製）
移動相：１ｍＭ 硫酸銅水溶液
流速：１．０ｍｌ／分
検出方法：ＵＶ２５４ｎｍ
温度：３０℃
光学純度（％ｅ．ｅ．）＝１００×（Ｌ－Ｄ）／（Ｌ＋Ｄ）
ここで、ＬはＬ－乳酸の濃度であり、ＤはＤ－乳酸の濃度を表す。
【００７１】
　（比較例１）バッチ発酵（２０Ｌ）によるＬ－乳酸の製造（その１）
　バチルス・コアギュランス　ＮＢＲＣ１２５８３株を、炭酸カルシウムと共にフラスコ
で１Ｌの前培養培地(ポリペプトン１０ｇ／Ｌ、酵母エキス２ｇ／Ｌ、硫酸マグネシウム
７水和物１ｇ／Ｌ）で４０時間、３７℃の温度で振とう培養した（前培養）。前培養液を
上記ＧＣ培地で植菌し、４５℃、３００ｒｐｍで培養終了まで振とう培養した。１５０時
間の発酵試験を行った結果、Ｌ－乳酸の光学純度が９８．４％ｅ．ｅ．であった（表１）
。
【００７２】
　（実施例１）連続発酵によるＬ－乳酸の製造（その１）
　図１に示す連続発酵装置を稼働させることにより、Ｌ－乳酸が連続発酵で得られるかど
うかを調べるため、同装置を用いた連続発酵試験を行った。培地にはＧＣ培地を用い、１
２１℃の温度で１５分間高圧蒸気滅菌処理して用いた。分離膜エレメントとしては図３に
示される形態を採用し、分離膜には、ＷＯ２００７／０９７２６０の参考例２に従って作
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製したポリフッ化ビニリデン（ＰＶＤＦ）を主成分とする多孔性膜、分離膜エレメント部
材には、ステンレスおよびポリスルホン樹脂の成形品を用いた。この多孔性膜の特性を調
べたところ、平均細孔径が０.１μｍであり、純水透過係数が５０×１０-９ｍ３／ｍ２／
ｓ／ｐａであった。この実施例１における運転条件は、下記のとおりである。
【００７３】
　［運転条件］
発酵反応槽容量：１．５（Ｌ）
使用分離膜：ＰＶＤＦ濾過膜
膜分離エレメント有効濾過面積：１２０ｃｍ２

温度調整：４５（℃）
発酵反応槽通気量：１００（ｍＬ／分）
発酵反応槽攪拌速度：８００（ｒｐｍ）
滅菌：分離膜エレメントを含む培養槽、および使用培地は総て１２１℃、２０分のオート
クレーブにより高圧蒸気滅菌
膜透過水量制御：膜分離槽水頭差により流量を制御（水頭差は２ｍ以内で制御した。）。
【００７４】
　まず、バチルス・コアギュランス　ＮＢＲＣ１２５８３株を、上記比較例の前培養と同
じ条件で４０時間、３７℃の温度で振とう培養した（前々培養）。前々培養液を、図１に
示す連続発酵装置の窒素ガスでパージした１Ｌの乳酸発酵培地のＧＣ培地に植菌し、発酵
反応槽１を付属の攪拌機５によって８００ｒｐｍで攪拌し、発酵反応槽１の通気量の調整
と４５℃の温度に温度調整を行い、２４時間培養を行った（前培養）。前培養完了後直ち
に、ＧＣ倍地の連続供給を行い、連続発酵装置の発酵培養液量を１．５Ｌとなるように膜
透過水量の制御を行いながら連続培養し、４５℃での連続発酵によるＬ－乳酸の製造を行
った。このとき、気体供給装置から窒素ガスを発酵反応槽１内に供給し、排出されたガス
を回収して再度発酵反応槽１に供給した。すなわち、窒素ガスを含む気体のリサイクル供
給を行った。連続発酵試験を行うときの膜透過水量の制御は、水頭差制御装置３により、
発酵反応槽水頭を最大２ｍ以内、すなわち膜間差圧が２０ｋＰａ以内となるように適宜水
頭差を変化させることにより行った。適宜、膜透過発酵液中の生産されたＬ－乳酸濃度お
よび残存グルコース濃度を測定した。
【００７５】
　５００時間の連続発酵試験を行った結果、比較例（２０Ｌ）より光学純度が向上し、９
９.５％ｅ．ｅ．以上の高い光学純度と、乳酸濃度約５０ｇ／Ｌの安定したＬ－乳酸の連
続発酵による製造が可能であることを確認することができた（表１）。
【００７６】
　（実施例２）連続発酵によるＬ－乳酸の製造（その２）
　図２に示す連続発酵装置を稼働させることにより、Ｌ－乳酸がで得られるかどうかを調
べるため、同装置を用いた連続発酵試験を行った。培地にはＧＣ培地を用い、１２１℃の
温度で１５分間高圧蒸気滅菌処理して用いた。分離膜と分離膜エレメントは実施例１のも
のを使用した。この実施例２における運転条件は、下記のとおりである。
【００７７】
　［運転条件］
発酵反応槽容量：１．５（Ｌ）
使用分離膜：ＰＶＤＦ濾過膜
膜分離エレメント有効濾過面積：１２０ｃｍ２

温度調整：４５（℃）
発酵反応槽通気量：１００（Ｌ／分）
発酵反応槽攪拌速度：８００（ｒｐｍ）
滅菌：分離膜エレメントを含む培養槽、および使用培地は総て１２１℃、２０分のオート
クレーブにより高圧蒸気滅菌
膜透過水量制御：膜分離槽水頭差により流量を制御（水頭差は２ｍ以内で制御した。）。
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　まず、バチルス・コアギュランス　ＮＢＲＣ１２５８３株を、上記比較例の前培養と同
じ条件で４０時間、３７℃の温度で振とう培養した（前々培養）。前々培養液を、図２に
示す連続発酵装置の窒素ガスでパージした１Ｌの乳酸発酵培地であるＧＣ培地に植菌し、
発酵反応槽１を付属の攪拌機５によって８００ｒｐｍで攪拌し、発酵反応槽１の通気量の
調整と４５℃の温度に温度調整を行い、２４時間培養を行った（前培養）。前培養完了後
直ちに、ＧＣ倍地の連続供給を行い、連続発酵装置の発酵培養液量を１．５Ｌとなるよう
に膜透過水量の制御を行いながら連続培養し、４５℃での連続発酵によるＬ－乳酸の製造
を行った。このとき、気体供給装置から窒素ガスを発酵反応槽１内に供給し、排出された
ガスを回収して再度発酵反応槽１に供給した。すなわち、窒素ガスを含む気体のリサイク
ル供給を行った。連続発酵試験を行うときの膜透過水量の制御は、水頭差制御装置３によ
り、発酵反応槽水頭を最大２ｍ以内、すなわち膜間差圧が２０ｋＰａ以内となるように適
宜水頭差を変化させることにより行った。適宜、膜透過発酵液中の生産されたＬ－乳酸濃
度および残存グルコース濃度を測定した。
【００７９】
　５００時間の連続発酵試験を行った結果、比較例（２０Ｌ）より光学純度が向上し、９
９.６％ｅ．ｅ．以上の高い光学純度と、乳酸濃度約５０ｇ／Ｌの安定したＬ－乳酸の連
続発酵による製造が可能であることを確認することができた（表１）。
【００８０】
　（実施例３）連続発酵によるＬ－乳酸の製造（その３）
　実施例１で使用した発酵温度を４０℃にし、バチルス・コアギュランス　ＮＢＲＣ１２
７１４株を用いた他は、実施例１と同様にして、連続発酵試験を行った。５００時間の連
続発酵試験を行った結果、比較例（２０Ｌ）より光学純度が向上し、９９.５％ｅ．ｅ．
以上の高い光学純度と、乳酸濃度約５０ｇ／Ｌの安定したＬ－乳酸の連続発酵による製造
が可能であることを確認することができた（表１）。
【００８１】
　（実施例４）連続発酵によるＬ－乳酸の製造（その４）
　実施例１で使用したＧＣ培地の代わりにＴＣ培地を用いた他は、実施例１と同様にして
、連続発酵試験を行った。５００時間の連続発酵試験を行った結果、比較例（２０Ｌ）よ
り光学純度が向上し、９９.６％ｅ．ｅ．以上の高い光学純度と、乳酸濃度約５０ｇ／Ｌ
の安定したＬ－乳酸の連続発酵による製造が可能であることを確認することができた（表
１）。
【００８２】
　（実施例５）連続発酵によるＬ－乳酸の製造（その５）
　実施例２で使用したＧＣ培地の代わりにＣＣ培地と連続発酵温度４８℃を用いた他は、
実施例２と同様にして、連続発酵試験を行った。５００時間の連続発酵試験を行った結果
、比較例（２０Ｌ）より光学純度が向上し、９９.５％ｅ．ｅ．以上の高い光学純度と、
乳酸濃度約５０ｇ／Ｌの安定したＬ－乳酸の連続発酵による製造が可能であることを確認
することができた（表１）。
【００８３】
　（実施例６）連続発酵によるＬ－乳酸の製造（その６）
　実施例１で使用した多孔性膜の代わりに、分離膜としてＷＯ２００７／０９７２６０の
参考例１３に従って作製したポリフッ化ビニリデン（ＰＶＤＦ）を主成分とする中空糸膜
を用いた。分離膜エレメントとしては図４に示される形態を採用した。またＲＣ培地と連
続発酵温度５５℃を用いた他は、実施例１と同様にして、連続発酵試験を行った。５００
時間の連続発酵試験を行った結果、比較例（２０Ｌ）より光学純度が向上し、９９.６％
ｅ．ｅ．以上の高い光学純度と、乳酸濃度約５０ｇ／Ｌの安定したＬ－乳酸の連続発酵に
よる製造が可能であることを確認することができた（表１）。
【００８４】
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【表１】

【符号の説明】
【００８５】
１　発酵反応槽
２　分離膜エレメント
３　水頭差制御装置
４　気体供給装置
５　攪拌機
６　レベルセンサ
７　培地供給ポンプ
８　ｐＨ調整溶液供給ポンプ
９　ｐＨセンサ・制御装置
１０　温度調節器
１１　発酵液循環ポンプ
１２　膜分離槽
１３　支持板
１４　流路材
１５　分離膜
１６　凹部
１７　集水パイプ
１８　分離膜束
１９　上部樹脂封止層
２０　下部樹脂封止層
２１　支持フレーム
２２　集水パイプ
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