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1．は じ め に

　メ タ ノ ール 資化性菌の 研究 は，主 と して 細菌にっ い

て，1950年代か らメ タ ン 資化性菌 の 代謝研究 の 中で と

りあ つ か わ れ て き た．1969年，緒方 ら
1）に よ りメ タ ノ

ール 資化性酵母 が発見 され，一方英国の Imperial　Che 。

mical　lndustry （IGI ）の 微生物た ん ぱ く質 の 活発 な 研

究開発 の 情報
2）が 入 っ て くるに つ れ て，1973年 ご ろ よ

り，わ が 国 で も メ タ ノ
ール を原 料とす る 発酵珊究 が 注

目され ，そ れ 以来，主 と して微生物た ん ぱ く質 の 生産

を 目的と した微生物の分離が行われ，数多 くの メ タ ノ

ール 資 化 性菌が 発見 さ れ た，そ して メ タ ノ ール 資化性

菌 の た ん ぱ く質生産研究 を 通 じて，メ タ ノ
ール を 発酵

原料に 利用す る技術は確立 され，企業生産 の 段階まで

きて い る こ と は周 知の 通 りで ある，

　1973年石油価格 の 高騰以来，メ タ ン 系 の 化石資源 に

価格競争力がつ き，そ れまで の n一パ ラフ ィ ン に 代 わ っ

て Cl 化合物 が ク v 一ズ ア ッ プ され て おり， 特に将来

産油国 に おけ る ジ ャ ン ボ ・
メ タ ノー

ル
・プ ラ ン トに よ

る燃料用 メ タ ノ
ー

ル の 生産が 実現す る とき，発 酵原料

として の メ タ ノ
ール は糖蜜 や で ん粉な どの 糖質 と十分

に 競合するもの と考え られ る．

　著者らは，メ タ ノール 資化性菌の た ん ぱ く質生産研

究を行 っ て きた が，そ の 過 程で メ タ ノ
ー

ル 資化性酵母 ，

グ ラ ム 染色 陽 性細菌，陰性細菌をとりあつ か っ た．こ

れ らの メ タ ノール 資化性菌の培養を通 して，メ タ ノ ー

ル 利用 発酵に共通 す る培養工学的な問題点を ， われわ

れ の 経験を中心 に して ま とめ て み た い．

　な おメ タ ノ
ール の 発酵生産 へ の 利用

3−5）
や メ タ ノ

ー

＊ The 　Problems 　 on 　dhe　Fermentation　Engineering　of

　 Methanol 　Assimilat三ng 　Microorganisrns　− A 　Mono 一

　醗 aph − tM 【MURA ，　A ．　and 　WA1 ）A ，　M ．（M ∫醐 伽 一

　 miCal 　lhtiustrJ　Ce．　Ltd．，　Techaical　Research　Laboratory，
　SamOfima，　FUJ

’iLshi，　Shizuoka−ken　416）

ル 資化性菌 の た ん ぱ く質 の 生産
e−e，

に つ い て は，既 に

すぐれ た総説がある の で，それ らとの 重複を で きるだ

け避けて解説する．

2・原料 メ タ ノ
ールの 動向

　わ が 国に お ける メ タ ノ
ール の 消費実績 は，昭 和48年

の 123万 トン を ピーク に して 以 降低下 して お り， 昭 和

50年 の 実績は95万 トン 弱で あ っ た．こ の うち約50％ が

ホ ル ム ァ ル デ ヒ ド， 約15％が ジ メ チ ル テ レ フ タール 酸

向けで あり， い ずれ も合成高 分子の 原料 で あ る．こ こ

数年 こ の 比率は ほ とん ど変わ っ て い な い．日本化学工

業en会 io）が産業構造審議会報告「産業構造 の 長期 ビ ジ

ョ ン 」 の 業種別生産額推移を もと に して ，将来 の メ タ

ノール の 需要を 予測 して い るが，そ れ に よ る と ， 昭 和

60年で 190万 トン ，昭 和75年 で350万 トン にな っ て い る．

こ れ らの 予測icは ， 将来 の 大型用途 として 注 目され る

微生物 た ん ぱく質 （発酵利用）や 発電用，工業用，自

動車用 な どの 燃料 向け
11，12）

の 新しい 需要 は含ま れて

い な い．微生物た ん ぱ く質の 生産 の た め に は，ほ ぽ そ

の 2倍量 の メ タ ノ
ール が 必要で あ る．一方燃料用メ タ

ノ ール に っ い て は，日 本化学工 業協会 の 予測 に よ る と，

わが国の 燃料用 メ タ ノ
ー

ル は産油国に おける ジ ャ ン ボ

。メ タ ノ
ー

ル ・プ ラ ン トの な り行 きに よ る と しな が ら

も， 1980年代に は LNG の 電力向け供給に 限界が 生

じ， 1985年 に は メ タ ノ
ール の 輸入が 実現す る と仮定 し，

LNG の 補完的燃料と して 約660万 トン の 需要が見込ま

れ る と予測 して い る．化学工 業 用 原 料 と して は 酢酸，

エ タ ノ
ール が 開発 されて い る．

　 い ずれ に せ よ，将来相当多量の メ タ ノ
ー

ル が 輸入 し

消費 され る もの と考え られて お り，発酵原料と して の

メ タ ノ ール は益 々 重 要 に な っ て くる もの と思 わ れ る．

Tabl ¢ 1 に 示 した よ うに メ タ ノ ール は 糖蜜と競合する

こ とが考 え られ るが，IS）こ れ に は 高い 生産性 を もっ た
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Tabユe　1．　 Comparison 　of 　fermentation　feedstocks．Is｝

一
　　　　　　　　　　

c

嬲
t

（￥1  ）　 （￥ノkg・c ）

Table　2。　 Genera ・f　me 血 an ・1−assim 三lating　mic−

　　roorganisms 　presented　in　 academic 　 reports

　　and 　patent　apPlica 瓩ons 　up 　to　1977．

n −Para伍皿

Acetic　acid

EthanolMethanol

Molasses
High 　test　molasses

Glucose　syrup

0．850

．400
．520

．3750
，400

．400

．40

1001102205533

＊

96＊

145＊

11827542014683240363
Bacteria

　Obligate　methylotroph

　　　Methplomenadaceue

＊
　As　sugar ．

メ タ ノ
ー

ル 資化性菌 の 発見と前述の ジ ャ ン ボ ・メ タ ノ

ー
ル ・プ ラ ン トの 実現 が 重要 な 要因 で あろう．な お メ

タ ノ
ール の 大規模利用 に 関す る テ ク ノ ロ ジー

ア セ ス メ

ン トが 報告
14） されて い る．

3・メ タ ノール資化性微生物

　メ タ ノ ール 資化性微生物は，研究 の 初期に お い て は，

あ まり多 くは存在 しない の で はな い かと考え られ て い

　　　　　　　 コ
た が，メ タノ

ール 資化菌の 分離研究 が 行わ れ る に っ れ

て ，思 っ た よ り多 く存在す る と い うの が 実感 で あ ろ う．

現在ま で に入手で き る資料（学術文献，特許）か らメ タ

ノ ール 資化性菌の genus をまとめ る と Tablc　2 の よ

う に な る．ど の genus の 菌株が 多 い か を示 すた め に 研

究 に 用 い られた 菌株 の 累計を と っ て み た．こ れ に は 同

じ菌種 と思われるもの の 重複 もあろうが ， そ の 究明は

難 しい の で ，一
応 異 な っ た 菌株 と して 累 計 した もの で

ある．こ れ に よ る とメ タ ノ
ー

ル 資化性細菌 め ほ とん ど

は ， グ ラム 染色陰性の 桿菌で あり，

一部の genus に集

中して い る こ とが わ か る．obligate 　methylotrophS で

は Methanomonas
，
　MethJlemonas　bS多 く，facultative　me ・

thylotrophsで は Psetcdemonasが 最 も多 い・通常の手法

で 集積培養分離 をす れば必 ず Psetadomenasが分離 され

る た め 多 くの 研 究者；C よ っ て 分離 されて い る・つ い で

Protoaminebaater
，
　Achromebacterが 多 い よ うで ある．こ れ

以外 の グ ラム 染色陰性細菌で は分離頻度 は低い が興味

深 い もの と して は， 海洋性細菌と思 わ れ る Aeremenas，

腸内細菌 に属 す る KtebSiella
，
　Serratiaも見出さ れて い

る．

　一方グ ラ ム 染色陽牲細菌 は少なく，い わゆる 発酵生

産用 微生物 と して な じみ の 深 い Brevibacterium，　 Coryne−

bacterittm，　Bacillttsな ど に 認 め られて い る にす ぎな い ．
一般に グ ラム 染色 陽性菌は メ タノ ール に生育す る速度

　 　 　 　 Occurrence ＊

MethJtemena5　　 什

MethJteceCCtcs　　 十

（Methano砌 nas 　　 什 ）
Facultative　methylotroph

　Gram −negative
　 　 PseudomonadCtceae　 　　 Psettdomonas

　　　　　　　　　　　 （Pro’eaminobac ’er

　 　 Enterob｛r‘’eriaceae 　　　 Ktebsiella
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Serratia
　 　 Vibrinnac¢ 砌 　 　 　　 　　 Vibrih
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　∠48厂翩 o砌 5

　 　 NeiSseri召 ceae 　　　　　　 露 ∬ 8厂ia

　　Rhodespin71aceae　　 RhedOPseudesnenas
　　Uncertain　al刊 訟 Uon 　HmPhemiSrobium

Gram ・P （rsitive

　 　 Baatllaceae

　　Corynefbrm 　group

　　　M “cebacterlaceae

　 　 　 Nocardiaceae

Actinomycetes

　　　StrePtemlcetaceαe

Yeast

　Ascosporogel】ous 　yeasts
　　　Saccarom7ceteideae

Asporegenous 　yeasts
　　Cviptececeoicfieae

FungiR
ゐo 盈加 r  σ励 α6

漁 oり‘儒

・4‘σ頑 9 卿 5

Acetebacter
Flatmpbacterittm
Chromoba6teritttn

（Achro脚 bacter

　

　
　

　

　
　

　

　
　

　

　
　

　

　

　

　

　

　

　

　

　
　

　

　
　

　

　
　

　　
　

冊

柵

十

十

十

十

十

十

什

什

甘

十

十

十

鞐

BacillttS　　　　　　十

CorLyneba‘’erit”n 　　十

Arthrebac’er 　　　　 十

Brevibacterium　　　十

晦 oう4 吻 アξ鉱瓰 　　 十

翫 α厂dia　　　 　　 十

StrePSemyces

Sacchα rom ）ces

PichiaHansennta

Terutoρsis
Ca囮 ridOKtee

¢keraR
ゐodeteruta

CtiocJtt‘liurt己

P α読 伽 り‘es

P2η‘‘毋 鼠忽

7｝ゴ‘加 derma

十

升

幵

冊

柵

柵

什

＋

十

十

十

十

寧 Chance 　of 丘nding ： ＋ ： infrequent
　　　　　　　　　 什 ：moderately 　infrequent
　　　　　　　　　 冊 ： moderate1 アfrequent

　　　　　　　　　 冊 ：frequent

が 低い よ うで あ る．しか しグ ラム 染色陽性菌 の み を 分

離 す る ス ク リーニ ン グ法 を とれ ば，生育速 度 の 高 い 資

化性菌の 分離も可能で あ る，著者らは CorJnebacterittin

属 に属 す る細菌を分離 し μ thC．
　O．24 （hri）を認 め て い
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る・15b
メ タ ノ

ー
ル を利用する発酵生産 を 目的とす るな

らば，よ く生育す る グ ラ ム 染色陽性菌を多数分離す る

こ と が 重要で あ る と考えて い る．

　酵母 で は Tortttopsis，　Candida，　Pichia，　Hansenala，　Sac−

charengyces の 与属 に 比較的多くの メ タ ノ
ール 資化性菌

が 認 め られ て い る． こ の 他に Klaeckera
，
　Rhodetorulaを

含め て 7 属 しか 発 見 され て お らず ， 酵母 の メ タ ノ
ー

ル

資化能 はかなり限定され た属 に集ま っ て い る．これ ら

の 酵母 は す べ て facultative　 methylotrophs で あ る．

酵母 に は メ タ ノ
ー

ル に よ く生育す る もの が多くあ り，

飼料た ん ぱ くの 製造 に用 い られ よ う として い る．しか

しこ れ 以外の 発酵生産物 は 認め られ て い な い ，

　そ の 他 の 菌種 で は放線菌 で は StrOPtomlcesに 1 株，

かびで は Cliocladitun
，
　 PaemVomptees

，
　 TriShoderma

，
　 Peni・

cillittm 　ICメ タ ノ
ー

ル 資化性が認め られ て い るの み で あ

る．

　メ タ ノ
ー

ル 資化性菌 は，糖質，酢酸，エ タ ノール ，
n 一パ ラ フ ィ ン な ど の よ うに C2 単位 で 代謝され る通常

の 微生物 とは 根本的 に 異 な る C ・代謝 に よ る た め に ，

メ タ ノ ール 資化性菌 の 分布 に 限界が あるもの と思われ

るが，C2 代謝 の微生物に比較すれば分離研究 の 歴 史

は浅 く，こ れか ら数多くの メ タ ノ
ール 資化性菌が分離

され る可能性が あ る．い ずれに せ よ ，菌体以外の 発酵

生産物を 目的 とす るに は現在発見 されて い る菌株 で は

少な い，発酵生産が 期待 されるグ ラ ム 染色陽性菌や 放

線菌 な どを精力的 に 分離す る こ と に よ り， メ タ ノ
ール

利用発酵 の 道 は切 り開か れて 行 くもの と思 わ れ る．

4・メ タ ノー
ル 培 養系 の 工 学的 な 睹 問題

Table　3．　 Optimum 　 concentration 　 of 　methanol

　　for　growth．

一
　 Microorganism 　　　 conccn 亡ration 　 Reference
　　　　　　　　　　　　　　 （9μ）

Candida　N 一ユ7
Meth71emonas　methanelica

孟8厂emonas 　tnethUt20cola

P／otoaminobacter 　rube 厂

　 〜30

．3〜3．2
　〜3，2

〜o．79

17）

Is〕

20｝

24｝

　水に よ く溶けるが ， 蒸気圧が高 く，ま た メ タ ノ
ール

資化性菌 に 対 して も低濃度で 生育阻 害を 示す メ タ ノ ー

ル を発酵原料にす る た め，工学的 な 問題が 多 くあ る．

すな わち第 1 に は ， メ タ ノ
ー

ル の 最適濃度 の 維持に関

す る もの で あり，生 育 阻 害を 避 け，か つ メ タ ノ ール の

蒸発損失を抑える こ とで あり， 第 2 は最適酸素供給条
’

件の確保に 関す る もの で ある．こ れ らの 培養工 学的 な

問題 に つ い て 著者が 行 っ た研究 を 中心 に 概観す る．

　 メ タ ノ
ー

ル 濃度と生育速度　　メ タ ノ
ール が微生物

の 生育阻 害作用を もつ こ と は古 くか ら知 られ て い た が ，

メ タ ノ
ー

ル ic強 い 親和性をもつ メ タ ノ
ー

ル 資化性菌に

つ い て も，比較的低濃度で そ の 生育を阻 害する．つ ま

り生育 の 誘導時間 ， 比増殖速度係数 ， さらに は 菌体収

率 は培養系の メ タ ノ ール の 濃度 に よ っ て著しく変化す

る． TeralePsis
，

i6，　CCVtdido17， 1こ属 す る メ タ ノ ール 資化

性酵母 の 培養で は，メ タ ノ
ー

ル の 濃度の 影響は，ほ ぼ

0．5％ （wtv ）あた りか らあらわれて い る．微生物 に よ

っ て は さ らに高濃度 まで 影 響を受けな い もの もあり，

た と え ば Teralopsts　 methanotevescens で は 1％ （wiv ）程

度 ま で 影響を受け なか っ た．　le） ま た Dostalek ら
ls｝は

MettJiomonas　nzethanelica の 培養条件の 検討を行 い ， 比

増 殖 速 度 は 0・3g！1 ま で は 高 い 値 を 維 持 で きた が， そ

れ以 上 で は μ は急激 に低 下す る こ とを示 して い る．

　 読 吻 ご0 脚 π ω
，

18｝　PseudOmonas
，

ig）Aeromonas
，

：0｝Cor］ne −

bacterium2i） な どの メ タ ノ
ー

ル 資 化性細菌に お い て も，

おおむね O．5−−1％ （wlv ）以下 に メ タ ノ
ール を 維持 す

る こ とが 重要で あ る．しか し細菌の 場合に は メ タ ノ
ー

ル に 対 して 順養させ る こ と に よ っ て ，よ り高濃度，た

とえ ば 1．5 〜 2％ （w ！v ）の メ タノ ール で も 正 常 な 生育

を 示す．19 ） こ れらの 現 象 よ り，メ タ ノ ール の 蒸発損失

を考慮 す る と き，培養系の メ タ ノ
ール 濃度は，で きる

限 り低濃度に維持 しつ つ 培養する こ とが 望 ま しい こ と

に なる．

　 メ タノール の 逐 次供給方式　　メ タ ノ
ー

ル 発酵 の 工

業的設備で は，高感度 の 計測器 を 用い た コ ン ピ ュ
ー

タ

ー自動制御に よ るメ タ ノ
ー

ル 濃度 の 最適維持が可 能 で

ある が，実験室 の 培養設備 で は，培養条件の 検討 に

際 し，も っ ともや っ か い なもの に メ タ ノール の逐次供

給 が あ る．以下 に 述 べ る方式は，メ タ ノ ール 資化性菌

の 増殖 に 関係 したパ ラ メ ーターを用 い る こ と に よ るメ

タ ノ
ール の 低濃度逐次供給方法を考察 したもの で あ る．

　 a ） 溶存酸素 （D ．O ．） の シ グ ナ ル に よ る 供 給 方

rkls・2x） こ の 方法 は 大橋
2a ）に よ り酵母 の 糖質 fed−

bat面 culture に用 い られた の が最初で あ る・こ の方法

は，基 質に 対す る微生物 の 代謝活性の レ ス ポ ン ス が早

い 場合に 有効 で あ る．す な わ ち Monod の 増殖式に お

け る Ks 値が 比較的小 さ い もの で は 培地中の 基質の 完

全消費と共 に酵素 の 消費が中断され，そ の結果培養系

は瞬時の うち に 酸素供給過多 に な るた め，D ．O ．が急

上 昇す る．こ の シ グ ナ ル を と らえ て 基質を速 や か に 供
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Table 　4．　 CompariSon 　 of 　 Monod ，
s　 constant

，
　 Ks ，　 f｛）r　 methanol 　 of

　　 methanol −assimilating 　 microorganisrns　 and 　for　 various 　 substrates

　　 of 　other 　microorganisms ．

Microorganism Substrate

Candida　N −17

Meth−vlemenas 　nietha πotiCa

FM −02T （bacterium）
Pseudemonas　methanotica

Pseudomonas　extorguens

α冫ウ励 α‘terium 翩 加πψ乃it翩

五87θ西acter 　uerogenes

∠4Zρfo加 ‘’8r 　ainerandii
Fusa7ium　soiani
Canditla螂 」‘‘∫

Pseudomonas仞 σ〜歪∫

Coひnebacte厂言  溜 械 吻 蜘 5

TrichosPoron　cu 伽 8 

Methanol

〃

〃

〃

Oxygen　consumptio 皿

fbrIneピhanol　oxidation

　 　 〃

Glucose

　 　 〃

　 　 〃

E 出 anolAcetateAcetoamidc

Phenol

Ks （9μ）　R．eference

0．05＊

0．0020

．001560
．0020

．000650

．01670
．20

．0150
．725

．050
．0950

．140
．56

17｝

tS）

24 ）

25）

26）

＊＊

27 ）

2B｝

29 ｝

30 ｝

31 ，

s2 ｝

33 ，

＊ CalcUlated　by　the 　authors ．　 ＊＊ UnpubliShed 　data．

給す る もの で ある．こ の 方法で は，必ず一度基質の 飢

餓状態を経過す るた め，頻繁 に メ タ ノ
ー

ル の 供給を行

う こ とは微生物 の 正 常な代謝 を 乱すおそ れがあ るが，

適当な 時間間隔で 操作すれば，きわ め て 安定 な 培養が

可能 で あ る．

　 メ タ ノ ール 資化性菌とそ の 他 の 微生物 の 対基質 瓦

値を比較 した の が Table　4 で あ る・こ れ よ りメ タ ノ
ー

ル 資化性菌 の メ タ ノ ール に対す る Ks 値 は著し く小さ

く，メ タノ
ール に対す る親和性 が 高い こ とが 理解 され

る．こ の よ うに メ タ ノ
ール 資化性菌は ， 低濃度の メ タ

ノール に お い て 最大の μ で 生育 で き るの で あり，培養

系で 制御すべ き メ タノ ール 濃度 は，きわ め て せ ま い 濃

度範囲 とな る．

　
一

般 に，メ タ ノ
ー

ル 資化性菌 の メ タ ノ ール 消費に 対

す る D ．0 ．の レ ス ポ ン ス は ， きわ め て 敏感 で ある．

thrynebacten’
ttm　methanePhilum の 培養系に おい て 種 々 な

メ タ ノ ール 濃度で の D ．O ．シ グ ナ ル へ の レ ス ポ ン ス を

見たもの が Fig・1 で ある・高 い 菌体濃度で は 25mg ！t

以 上 の メ タ ノ ール に 対 して レ ス ポ ン ス して い るが ，10

mgll で は ほ とん ど レス ポ ン ス しな か っ た．こ れ は 添加

した メ タ ノー
ル が直ち に消費 され ， 消費酸素量が溶存

酸素計の 感度以 下で あ るた め と考え られ る．こ れ よ り，

こ の 方法に よ れ ば 原 理 的 に は メ タ ノ ール が 25　mgtt

の 低濃度培養 も可 能に な る．

　メ タ ノ
ー

ル に 対す る こ の よ うな高 い 親和性を利用 し

64

　

2
　

06

｛
、

丶

甲

ε｝
σ
O

4

2

oFig

．1．　R．esponse 　of 　D ．0 ．　 signal 　 to　 addi 丘on 　of

　　皿 e山 an ・l　 t・ the　 culture 　 of 　 C ・r“nebacte 厂伽

　　 methanOPhilum ．

　　（1）10hr−2．7　gμ，　　　（2）20　hr−7．O　gμ，

　　（3）32hr −11．5　gμ，　　（4＞40　hr−16．O　gμ

て ，
D ．Q ．シ グナ ル に よりメ タ ノ

ー
ル を低濃度 に維持

しな が ら逐 次供給 を 行い ，安定 な 培養を行 っ た 1例を

Fig．2 に 示す．

　 こ の方法 の欠点は，基 質 の 飢餓状態を頻繁 に くりか

えす こ とで あり， 特に菌体濃度が高 くな る と，メ タ ノ

ー
ル の 添加回 数が 多 くな るた め，菌 の 代謝 に 悪 い 影響

が 与え られ る もの と懸念 され る．　s4）　Aeromonas　 methano −

eolaa °｝を連続培養 した とき ， 1 回の メ タ ノール 供給量

を変え る こ とで メ タノ
ー

ル 飢餓回数を変化 させ た 実験

で は，Fig．　3 に 示 した よ うに 最 適 な メ タ ノ
ー

ル 添加回
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　 O　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O
　　O246810 　L2141 ち 18

　 　 　 　 　 　 　 　 Tlme （h「，

Fig．2．　Typical　growth　of 　Aeromenas　methanecola

　 　in　20−‘fermentor　under 　automatic 　methano1

　　驚ed 三ng 　wi 血 D ．0 ．　signaL
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ら

　　Gultivation　was 　carried 　out 　at 　35℃ and 　pH

　　7．0．　Aeradon 　and 　agitat 重on 　were 　kept　 at

　　1．5wm 　and 　600　rpm ，
　respectively ．

数 は 3 〜 4 回thrで あ っ た．つ ま り 18−−20gttの 菌体

濃度で は 1回の メ タ ノール 供給量が 1691101培地 （培

養液中メ タ ノ
ー

ル 濃度の 範囲は 1・69／t〜Ogft）が 最も

高 い 菌体 の 生産性を 示 した．低 い 添加回数 で の 生育 の

低下 は メ タ ノール の 1回当たりの 供給量 が 多くな るた

め に生 じる メ タ ノ
ー

ル の 濃度阻害で あり，また高い 添

加回数 で は頻繁な飢餓状態に よ る生育阻害が考え られ

る．こ の よ うに 菌体濃度に よ っ て 最適なメ タ ノ ール 添

加条件を 見出す こ とに よ り，メ タ ノ
ー

ル の 供給過剰を

ま ね くこ とな く安定な培養を行うこ とが で きる．こ の

方法 を利用すれ ば，酸素供給速度をも っ て ス ケ
ール ア

ッ プする こ とが可能である （Fig．　9 を参照）．

　清水らes） は こ の 方法 に よ っ て Preteaminobacter　rUler

を65時間培養し，最大菌体濃度85gtt まで 回分培養が

で きたと報告 して い る．

　b） pH 　stat に よ る逐 次添加方法 se− ss）　 培養系へ

の 供給 液 の メ タ ノ
ール と ア ン モ ニ ァ 混合液 の G ！N 比

率を事前 に 決定 して お き，こ の 混合液を も っ て pH を

【
ミ
9X

20

lo

30

1，5

【
」幽・
、

丶

ゆ｝
X

　 　 5
　 　 0i25456789

　 　 　 　 　 　 　 　 CH30H ｛O ！’｝

Fig，3．　EHfect　 of 　 starvation 　 frequency　 on 　 the

　　growth　of ・4eromonas鰍 加 πθ‘・1召 in　co 面 nu 觚

　 　 cul 鯲 e．

　 　 Cultivation　 condi 贓ons 　 werc 　 as　describcd　in

　　Table　11．　 Aeration　and 　agitation 　were 　kept

　　 at 　2．O　wm 　and 　600　rpm ，　respectively ．

コ ン トn 一ル す る と同時 に メ タ ノ ール を供給す る 方法

で ある．こ の 方法 は既 に グル コ
ー

ス や 酢酸などに おい

て 利用 され て い る，

　西尾 ら
37）に よ る と Psevdomonas　AM −1 の 場合，メ タ

ノール （純度99％）とア ン モ ニ ァ （29％）の 比率を 100：

23 （viv）に ，また Klebsiela　sp ．で は 100　 ，
　18．　3 の 混合

液で pH コ ン トu 一ル す る こ とに よ り，バ ラ ン ス よ く

メ タ ノ
ール の 逐 次供給が 行 え る こ とを示し， Psende−

manas 　AM −1 を 85時間培養し，35．7　gμの 菌濃度を得

て い る．著者 ら SS）も Candida　metiimTophilum の 培養 に

おい て G ’N 比率 を 15．5〜17．0 （9／9）に した メ タ ノー

ル とア ン モ ニ ァ の 混合液を 供給する こ とに よ っ て ，

pH を コ ン ト ロ
ール しつ つ メ タ ノ

ール の 逐次供給培養

を行 っ て い る．

　しか しこ の 方法 は，培養系 へ の 外乱に より菌 の 代謝

バ ラ ン ス が くず れ tc時 ICは，安定 な状態 に 回復する こ

とが で き ない ため，所定 の メ タ ノ
ー

ル 濃度が 維持 で き

な くな る．したが っ て 他 の 手段 で メ タ ノ
ー

ル をモ ニ タ

ー
す る必要があり，実用 化 に は，まだ問題が 残 っ て い

る もの と考え られる．

　 c） Exponential　fed−bat（三h　culture24 ｝　 菌体の 増

殖 に 合わせ て 指数関数的 に メ タ ノ
ール の供給速度を上

昇 させ て菌の生育 に必要な メ タ ノール を過不足な く供

給す る方法で あ り，山根 ら
24）に よ り提案 され た．Pro−

toamilrobacter　ruber の 増殖速度式 に おい て μ は
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μ rf （s）一τ
　 　 　 μmax

寺 ・ ・＋ （
sKi
）

”

μma 。
＝0．181　hr−1

K5　　＝0．00156 　gμ

Ki　　＝25．69μ

n　 　 ＝2

と な り，f
’
（s）＞ 0 の 領域で は，い わゆる Mon ・d 式 の

関係 が 成 立 して い るメ タ ノ
ー

ル 濃度域 で あり， μ は

メ タ ノ
ール 濃度 S に 対 し安定 した レス ポ ン ス をす るが

f ’

（s）く 0 で は メ タ ノ
ール の 濃度阻害の た め，一

度 メ タ

ノ
ール 濃度が こ の 領域の Sic な る と μ は低下 し， 益 々

培養系の メ タノール 濃度 は上昇す る．Protoaminobacter

ruber の 場合，こ の 境界濃度 は 0・79　gTt で あ る として い

る．山根 ら
24 ，は こ の 方法 に よ っ て ，Preteaminebacter

ruber を培養 し，50時間で 25　gμの 菌体濃度 を得 て い

る．

　 この方法は，あ らか じめ 生育に 関す る速度定数を 設

定 して お き，そ れ らICよ る プ ロ グ ラ ミ ン グを 行 う こ と

に特徴が あ り， 微生物の 代謝 に 関連した 制御因子を 用

い る こ と に よ っ て 広 く応用 され うる基本的な考え方で

ある．しか し現 在の 段階で は，微生物の 代謝を 完全 に

制御する 因子 が わか っ て い な い の で ， 仮に温度上昇 や ，

酸素供給停止 な どの 外乱が 生 じた と きに は，微生物の

代 謝 活 性が 低 下 し，メ タ ノ ール 濃度は 上昇 傾 向を と る

た め f
’
（s）く 0 の 不安定領域 に 入 る可能性があ る．

　 d）　 コ ン ピ ュ
ーター自動制御　　回分式，連続式培

養と もに ，理 想的な状態 と して は メ タ ノ
ー

ル 濃度を 低

濃度 に ，しか も定常に 維持 しつ つ 培養す る こ とで あ る．

こ の た め に は メ タ ノ ール の蒸気圧 が 高い こ とを利用 し

て ，培養槽か らの 排気ガ ス 中に 蒸散す る極微量 の メ タ

ノ
ール を，た とえ ば flame　iQnizihg　detector，sD） cataly ．

tic　combustion 　analyzeriS ｝ な どで 測定 し ， 得 られ た メ

タ ノ
ール 濃度と他の 培養条件 （pH ， 温度，希釈速度，

通 気 条 件な ど） と組 み 合わ せ た コ ン ピューター制御 に

よ り．あ らか じめ設定 した メ タ ノ
ール の 最適濃度 に 自

動制御する考え方 で あ る．Hoechst社 の demonstration

plant に お ける メ タ ノ ール 濃度は コ ン ピ ニ
ーター制御

に よ っ て O．　005％以下 に 維持 され て い る とい う・401

　 メ タ ノ
ー

ル の 蒸 発損失　　 メ タ ノ
ール は 蒸気圧が 高

い た め通 気培養にお い て は，排気 と共 に あ る程度 の メ

タ ノ
ー

ル が飛散する．通常の 通気か くはん培養条件で ，

どの 程度 の メ タ ノ
ー

ル が 蒸発するかを調べ て み た．

　 メ タ ノ
ー

ル 水溶液 ICXU気す る ときの 物質収支式 は次

式で示され る．

　　　イ
・籍 ・。q

　　　CG＝ακCL

両式よ り

ただ し

1・ ｛争一一
・Kgt

ア ； 水溶液の容量 ［1］
CL ： 水溶液の 濃度 ［9／q
Cc ： 排気中の 濃度 ［g！l−air ］

Q ： 通気空気量 ［lihr］

α ： 飽和度係数 卜 ］

K ： 蒸発係数 ［− 1
9 ： ＝QIV ［hr

−1
亅

　通気かくはん 槽 に メ タ ノ
ー

ル 水溶液を入れ て 所定 の

条件で 通気か くはん し， 上式 に よ っ て メ タ ノ
ー

ル の蒸

発 係数 を求 め る と Table 　5 の よ うに な る，温度や装置

の 条件に よ り異 な るが メ タ ノ
ール の 蒸発 係数 はほぼ

1．5〜3．5× 10−4 で ある．ちな み に エ タ ノ
ー

ル で は 1．45

× IO”4
（28

°C ），sl）2× 10”4 （30℃ ），

41）i一プ ロ パ ノ ール で

は 3・8× 10−4 （30℃ ）
41｝の 値が報告されて お り．いずれ

もメ タ ノ
ー

ル と同程度 の 蒸発係数 で あ る．
一

方 メ タ ノ
ー

ル 水系 の 平衡蒸気圧の デ ータ
42 ・43 ）か ら

こ の 系が ヘ ン リ
ーの 法則 に した が うとして ，

ヘ ン リ
ー

係数よ りメ タノ
ール と空 気 と の 平衡係数 （蒸発係数に

相 当す る）を計算す る と Table 　6 の よ うに な る．こ の

値 と実験値を比較すれば，通常 の 通気か くはん条件下

で は， 培養槽か らの 排気は メ タ ノ ール で ほぼ 飽和され

て い る もの と推察され る．

　実際の メ タ ノール 培養系に お ける メ タ ノール の蒸発

Table　5．　 Apparent 　evaporation 　rate 　constant
，

　　 aK ，　of 　me 止 anoL

Aeration　rate 　 O．5wm 　 1．0 1．5

aK 　

1Q

凵
QUlO

1．70

．79

1，7 × 10−4

0．81

（28℃ ）

TemperatUre 　　 28 °C 32 36

貳 　

97710

4902曜

0

3．5 × 10『4

1．05

（1・0　wm ）
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TaUe 　6．　Theoretical　evapora 廿oII　rate 　 constant

　　calculated 　f｝om 　equi ［正brium 　data丘）r　metha ・

　 　 nol 　solut 玉on ，42，43〕

Cll
Temperature

28°C 32 36

3．Og μ　　　　　1，84
5．0　　 　　 　 2．08

10．0　　　　　　 2．10
50．0　　　　　　　　2．14

2．63　　　　　3．18×10『4

2．61　　　　 3．33

2．64　　　　　3．36

2．69　　　　3．43

損失 量 を 求 め るた め，20 ∫容量 ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン タ ー

の 排気 を 51 ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン タ
ー2基 に 直列 ICつ な

ぎ，メ タ ノ
ール の 回収 を は か っ た．こ の 方法に よ る メ

タ ノ
ール の 回 収率 は，201 ジ ャ

ー
フ ァ

ー
メ ン ター

の メ

タ ノ ール 濃度が O．8gttで は 100．3％，4．Ogttで は87．3

％，9．3gttで は 74．　O％ で あ っ た。　 Aeromonas　methano −

tolaを同 じ通 気 か くは ん 条件で 培養 した 時 の 蒸発量 は，

Table 　7 に 示した よ うに ，培養後半 の 菌体濃度 の 高 い

時期 で の 平均蒸発率は ， 供給 した メ タ ノ
ー

ル の 3．1％

で あ っ た・これ よ り見掛けの 蒸発係数 を求め る と 3．15

× 10− 4 と な り，通 常の 培養系 に おい て も，ほ ぼ理 論通

りの 蒸発が 行われて い る こ とが 理 解 され る．

　メ タ ノ
ール 資 化性菌の 増殖 に 対す る最適 メ タ ノ

ール

Table 　7。　 Actual　evaporation 　of 　methanel 　during

　 　 the　 cultivation 　 of 　Aeromonas　 methanecota 　in　a

　 　 20−1　fermentor．20 ）

一

の 濃度範 囲 は，Table 　3 に示 した よ う に，ほ ぼ 39μ以

下 で あ るか ら， 蒸発損失を防 ぐた め に はで き る限 りメ

タ ノール を低濃度に維持しな が ら培養す る こ とが望ま

しい ．

　酸素要求量 と 収率係数　　AeromDnas　 methanocola の

元素組成の 1例 は，炭素 44．4％，窒素 13．2％，水素

7．　0％，酸素 24．4％，粗灰分 9．0％ で あ り， こ れ よ り

菌体 1QOg を 1 モ ル と した 菌体組成 の 実験式 は Cs．7−

H7．osNo ．e440i ．6fiAsh で 示 され る．zo｝ 今 メ タ ノ
ール に

対 す る菌体収 率 係数 Yx ！s （g！g）を o．5，0．3とす る と

き菌体生成反 応式は そ れぞ れ次式で示され る．

Yx
！s
＝0．5

　3，13（コ日［30H 十2．38（）2

　　（100g）　　　　　（76．2g）
　 　 一

→ 0．50C3 ．7H7 ．03No ．s4401 ．6sAsh

　　　　　　　　　　 〔509）
　　　十 1．28CO2 十 4，5　H20
　　　　 （5639 ）

YXIs；0．3

　3．13CH30H 十 3．3102
　　（100g）　　　　　（106g）

　　　
一

→ O，30C3．？H7 』 3No ．g4401 ．65Ash
　　　　　　　　　　 （309 ）

　　　十 2．02　CO2 十 52 　H20

　　　　 （88．99 ）

Q6

O．5

04

■

8024

宀
AO

　

　

　

1111

0．51

．77
．710

．513
．214

．615
．6

（initial）80

（7hr−10）200

（10一ユ2）　65，6

（12−14）　41邑6

（14−16）　41．6

2．320

．861

．36

3．52
．13

．3

Average （10　hr−16）　　　148．8　　4．54 3．1

Cultivation　was 　carried 　out 　at 　35℃ wi 血 aworking

volume 　 of 　 10 ム pH 　 was 　 controlled 　 at 　 7．0± 0．2
w 三th　 aqueous 　 ammon 三a ．　 Aeration　 and 　 ag 三tation

werc 　 kcpt　 at 　 1，0　vvm 　 and 　600　rpm
，
　 respectively ．

MethanQI 　 concen 廿 ation 　 was 　 maintained 　 at 　 less
than 　 O．8　g μ with 　 an 　 automatic 　feeding　device．21）

ApParent 　evaporatio 皿 rate 　constamt
，
　aK ，　calcula 亡ed

from　this　expcriment 　was 　3．ユ5 × 10−4．

O．4

5Q

2Q

OO

丶

朝

O

o．t

N
、

N
丶

丶

　　丶
　 　 丶

●　　　丶　
●

　　
●
　 丶

　　
・
　　丶

　 　 　 　 　 丶
　 　 　 　 　 　 丶 　 ・

　　　亀 ● oK

　　　　　SSheiPt
丶

・

　　　　・ 　 ．
“ ち

丶

へ

　　　　
゜

　 ・
’ ：・

s
＼

一 一

　　 O
　　 O．2　　 0．3　　　04 　　　Q5 　　　0β

　　　　　　　　　 Yx／ε

Fig．4。　Relationship　between 　cell 　yield　 coeMci ．

　　ent
，
　Yx

！3 ，
　and 　oxygen 　demand ，　O ！lcelL

　　−一
：Experimerital　equation 　丘）r　growth 　 of

　 　 　 Aere脚 nas 　methanecota ．

　　 ● ； Expcrimenta1　data　from　the 　 cultivation

　 　 　 of 　A ．　 methanocela 　in　2〔ト1　fcrmcntor，
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Table　8．　AnalysiS　of 　carbon 　balance　during 出 e　culdvation 　of 　A ．〃 ret加 砌 ‘oよα．20｝

　　　　1

謝 獸 呈・ 壁 ） 1欝
 

鷙
1

Methanol 　 　 384

CarbOn　　　　144

Recovery

3281230

．85

34．412

，90

．09

11．54

．30
．03

3741400

，97

Eq ．（1），　cell
　formation　　　　CH30H 十 〇 2

−
→   11十CO2 十 H20

Eq ・（2）・
by−P・・d・ ・t　f・・m ・ti・ n 　CH ・OH −

→ 0 ・g・ni・ c。mp ・・ nd 、

Eq ，（3），　evaporadon 　　　　　CH30H → CH30H
＊ Calculated　from　the “ total　organic 　c＆ rbon

” in　supernatant 　of 　fermented
　 broth．
＊＊ E ：　ti 　ated 　as 　3％，　as 　shown 　in　Table　7．

こ の 式 よ り yXls と，単 位 菌体生成 に 要す る酸素量 02f

ceH （g！g），
．
の 関係は F三g．4 に 示され る曲線の よ うに な

る，こ の 曲線に 対 して，Aeremonas　metiinnρcela の 20　t

ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン ター培養に よ る結果をプ ロ ッ トする

と，Fig．4 の よ うに，ほ とんどの プ ロ
ッ トが曲線 の 左

下方へ 偏在 して くる．こ れ は，yx ！ε を菌体生 成反応式

が メ タ ノ ール か ら菌体 と CO2 の みが生成 す る と仮定

して い る た め に生じるもの で あり，メ タ ノ
ー

ル の 炭素

の 菌体 お よ び CO2 へ の 回収率で Yx
！s を 補正 す る と

実験式 の 曲線 に 近づ い て くる．こ れよ り実験値 と曲線

の へ だ た りは 口 菌体生成 反 応 式 の 他 に 代 謝産 物 の 生成，
メ タ ノ

ール の 蒸発損失 が 影 響 して い る もの と考え られ

る．

　Aeromonas　methanocola の 201 ジ ャ
ー

フ ァ
ーメ ン タ＿

に おける炭素バ ラ ン ス の 実験 例 を Table　8 に 示 した．

培養に お い て 起 こ っ て い る現象は，（1）菌体生成反 応，

（2）副産物生成反 応 ， お よ び （3）蒸発 が 考え られ る．

まず，生成菌体量と酸素消費量を測定す る．こ れ よ り

単位生成菌体当た りの 酸素消費量 Ostcellを求め，先

に 示 した実験式よ り導い た 曲線 よ り菌体生成反応 （1）
に利用されたメ タ ノ

ール 量と，こ の 反応 に よ り発生 し

た炭酸 ガ ス 量を算出す る．か くして 得 られ た 値 は，菌

体収率係数0．47 に 対 し， 02！cell は 1．45 とな る．ま

た （1）の 反 応 に よ るメ タ ノ
ール 炭素 の菌体およ び炭酸

ガ ス へ の 炭素回収率 は85％と計算され る．次 に （2）の

副産物生成反 応 は，生 成 物 の 酸化還 元 レ ベ ル がメ タ ノ

ール と同程度 と仮定す る と，無酸素反 応 と考える こ と

がで き る．培養終了液 の 除菌上澄液中の tOtal　organic

carbon を 測定 し ， こ れ の 生成に 要 する メ タ ノ
ー

ル 量

を 算出すると約 9％と な る．ま た 先述 の 蒸発実験 よ り，

培養中の メ タ ノ ー・ル の 蒸発 損失を 3 ％ と すれば，メ タ

ノ ール 炭素 の 総合回収率は97％ とな り，メ タ ノ
ー

ル 資

化性菌の 培養に お け る 炭素バ ラ ン ス の 実態 が ほ ぼ 明 ら

か に な る．

　種 々 の メ タ ノ ール 資化性菌に つ い て，菌体収率係数

と酸素要求量 の 実測値を ま とめ た もの が Table　9 で あ

る．こ れ らの 値 は菌体収率係数 に よ っ て変化す るが ，

酸素要求量は ， ほ ぽ生成菌体の 1．5〜2倍で ある こ とが

理解され る．

　メ タノール培養系へ の 酸紊の 供給　　メ タノ
ー

ル は

分子中IC　50％ の 酸素を含むた め ， 培養icwaして 要求

さ れ る酸素量 は n一パ ラ フ ィ ン を炭素源 とす る時 に比較

Table　9． Oxygen　demand 　of 　methanol
−assimiladng 　microorgan 藍sms ．

Yx
！s 　　yx

！ o

（919）　　（9〆9）
021cel1　R ．Q 。　　　　　　　　 COa ／cell
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Reference
（gfg）　 （mQl ／mol ）　（919）

伽 8π〃a　Potpm：o「P加
P 蜘 demonas　AM −1
Pseudomonasη観 ゐ砌 o痂 4

漉 ‘dytemOnasη嫋 加 π0’加

オθ∫0η冨0砌 ∫ met 加 胼 oJα

Cecmebacteri飆 π齠 ゐ砌 oPhil ：tm

0．370

．330

．520

．480

．470

．47

0、360
．370
．650

．530

．690
．54

2．782

．721
．541

．891

．451
．84

0．49

0．520
．57

L　83

1．341
．85

44 ，

4s ，

2s 匚

ユ8）

20）

22）
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Table 　10．　 Optimum 　D ．0 ．董br　growth 　of 　methanol −

　　 assimiladng ロ 通croorgan 醇m 臣｝・

Microorganism

Table　11．　Ef琵 ct　 of 　O2 −e 【真riched 　gas　on 　the

　　growth 　of 　Aeremonas　methanoceta 三n 　continuous

　 　 cultivat 量on ．20｝

Candida　N −17

Pseudomonas　AM −1
Meth“tomouas　methanotiea

Opt 三mum 　D ・0 ・Reference
　　　　　　　　　　　　　　Agitation（rpm ）
2〜10ppm 〔batdh）　17）

1〜5 （continuous ）　 1η

28，5〜 110mmHg 　
45）

0，8〜3。9ppm 　　　　　
Is）

して 低い 値で あ る．4｝一方培養時に 維持すべ き メ タ ノ

ー
ル 発酵系の溶存酸素濃度は Table 　10 の よ うに，ほ

ぼ 1ppm 以上で あ る とされて い る．17 ・1s ・45 ｝ 今，菌体

の 生産 性 を 3・5kglm3 ・hr とすれ ば，培養槽 に 要求 され

る 酸素供給の 容量係数 屍σ は 800hr −i に もな り，か

なり高い 酸素供給条件と な る．こ の よ うな 高い 酸素供

給能 を も っ た培養槽 と して は，従来 の 通 気か くは ん 培

養槽で は投入 動力が著し く高くな るた め経済的で は な

い の で ， ほ とん どの 培養槽 が 通気 の み に よ る tower

type　fermentorで ある．す な わち ICI で は pressure

cycle 　fごmentor
，

46｝ Hoechstで は 100p　 reactor
，

4°｝ わ

が 国 の 三 菱瓦 斯 化学 工 業   で は ， perforated　 plate

tower 　type 蝕 me 爪 or17 ｝
を開発 して い る．こ こ で は ，

こ れ らの培養槽に つ い て の解説 は多く紹介さ れ て い る

の で
e・ 7・46〕省略 し，著者 らが 行 っ た メ タ ノ

ール 資化性

菌 の 培養 に おける kLa の 挙動 に つ い て の 基礎的知見の

い くっ か を 紹介 した い ．

　培地成分が十分 に吟味さ れ，メ タ ノ ール の 供給も微

生物 の 代謝 に都合 よ く行われ る とき，生育を律速す る

もの は，酸素 の 供給速度で あ る こ とは 間違 い ない ．

Aeromonas　methtvzocota 　deigsu通気 およ び空気 と酸素の

混合気 で 培養系 の 溶存酸素濃度を 1ppm 以上 に 維持

しつ つ 培養した時 の 生育 の 比較を Table　11 お よび

Fig・9 に 示 した．菌体 の 生産性 は酸素供給律速 に な っ

て い る こ とが認 め られ る．

　培養槽の 酸素供給能の 測定に は亜硫酸 ソ ーダ法がよ

く用 い られる．しか し亜硫酸 ソ
ーダ法 に よ る酸素供給

速 re　KdPg （gO21t・hr）と実際 の メ タ ノ
ー

ル 培養系 へ の

酸素 の 溶解速度 に は，かな りの ギ ャ ッ プが認め られて

い る．す な わち ，
Aeremenas　methanocota の 場合 ，

　 Fig．5

1C示 した よ う に 菌体収率係数 0．5 の 時 の 酸素要求量を

菌体生産性 の 1．55倍 とす る と，亜 硫酸 ソ
ーダ法 で 測定

した KdPg か ら期待 され る菌体生産性は．　 KdPg／l．　55

と な るが ， 実際 の 培養系で は，こ れ よ り低くな り，亜

硫酸ソ
ー

ダ法 KdPg の 約 1／3 の 菌体生産性 しか 発 揮 さ

Aeration（vvm ）

600　　　700　　　500　　　　600

濤） 器） 1ム9）（N ・： 60％
02 ：40 ）

＊

x （9μ〉
μX （g！t　hr）
Yx

ノε （9’9）
Crude 　protein（％）

RNA （％）

14。1 　 13。9 　12，3

2．12　　2．08　　1．85

0．48　　0．46　　0，48

76．5　　77，5　　76．3
10．5　　 9。6　　10．1

23．53

，530

．5278

．510
，6

Cultivatien　was 　carried 　out 　in　 a 　20−’fermentor　 at

35℃ and 　pH 　7．0．
Methanol 　 was 　 added 　 with 　an 　autematic 　fecding
device　and 　medium 　containing 　 constit ロents　other

than 　methan ・1　was 　fed　continuous ！y、t・ the   eh −
ter．鋤 　Mean “il面 on 　rate 　was 　kept　at　O、15 （hr

−1）．
＊ D．O ．　was 　mamtained 　at 　l　ppm ．

れ て い な い．倉石 ら
17）に よ る と Candida　N −17 の 多孔

板 tOwcr　type　fermentor　icよ る培養で は亜 硫酸 ソ
ーダ

法 KdPg の 約60％ しか 実効 しなか っ た と して い る．い

ずれ に せ よ ， 菌体生産性の 約倍量 の KdPg を もっ 培養

槽が 必要 で あると思われる．

　Aeremonas　 ntetAanecola を空気を 用 い て 通気か くは ん

培養した時 の マ ス バ ラ ン ス 法 に よ る kLa の変化を Fig．

6 に示 した．培養の 経過 ととも｝C　kLa は著し く低下 し

て お り，特 に培養後期 の 低下 が著しい ．こ れ は菌体量

の 増加に 関係 して お り， 培養液の 液質 の 変化 に よ る も

3

　

　

　

2
　
　

　
　

　

1

｛
」

二

・
、

丶

O
》
xo

ε

X

　 　 　O
　 　 　 O　 　 　4 　　 　 8　　 　 12　 　 16

　　　　　　 Kd 　Pg　｛902 ／！．　hr｝

Fig・5・　Relationship　between 　oxygen 　absorption

　　rate 　offemmentor 　estimated 　by　sulfite 皿 ethod
，

　　KdPg 　and 　productivity　of 　cell 　mass ， μ濯
「
max ，

　 　 in　tlユe　cultivation 　of 　Ae「emanas 　meth αnocela 　in
　 　 20−lfermentor．

　　一 ：μ丿r＝＝KdPg’1・55　（theoretical　line）
　　

一一一
：μ2ヒ「＝KdPgf4 ．65 （experimental 　1血 e）

　　　 ● ：Experimcntal　data．
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Fig．6，　Change　of 　oxygen 　absorptien 　rate　coeHi −

　　dent 　 measurcd 　 by　 ma8s 　 bala旦ce　 methQd
，

　　KLa ，　during　the　cultivation 　of 　Aeromenas
　 　 methanocola 　in　a 　20．1　fermentor．

　　Cultivation　was 　carried 　out 　at 　35℃ and 　pH
　　7．0．Aeratio皿 and 　agitation 　were 　kept　a 止 L5

　　wm 　and 　60Q　rpm
，
　respectively ．　 Methanol

　 　 conce 凱 rat 量on 　 was 　 maintained 　 at 　less　 than
　　O．89 μ using 　the　autornatic 　feeding　device．

　　一・一 ：Dis呂olved 　oxygcn 　concentration ，α

　　
一一

△
一一

：Saturate　d給solved 　oxygen 　concen −

　　　　　 uratien ，　C曾＊

　　
一

●
一

： Cen 　growth．

　　一一〇一一：Gell　producdvity，　PSX．

の と考え て い る，な お 興味深 い 現象 と して ，メ タ ノ
ー

ル の極微量 は，亜 硫酸ソ
ーダ法 の KdPg 　ic大きな 影響

を 与 え る こ とが 認 め られて い る （Fig．7）．実際の 培養

系で ，こ の よ うな 現象が 起 こ っ て い るか は不明 で あ る

が，ち ょ うどメ タ ノール 資化性菌の 最適 メ タ ノール 濃

度範囲に おい て 著 しく低い KdPg に なっ て い る の は皮

肉な 現象とい え よ う．メ タ ノ ール の もつ 界面 活性作用

に よ り気泡が 微細 に な る こ とはよ く認め られ るが，詳

細な解析は行 っ て い な い ．

5・メ タ ノ ール 資化性菌 の 菌体生産

　 メ タ ノ ール 資化性菌を用 い て ， 微生物たん ぱ く質を

生産する技術と，安全性，有効性さ らに は経済性 に つ

い て は 総説
9・47 〕が あるの で そ ち らを 参照 して い た だ き，

こ こ で は著者 らが 経験 した こ とを もとに して 述べ て み
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Fig．7．　Effect　of 皿 ethanol 　on 　the 　oxygen 　absor ＿

　　pdon 　rate 　estimated 　by　su1 丘tc　method
，
亅（llpg．

　　Experiment 　 was 　 carried 　 out 　 in　 a 　 20・t
　　ferment・ r　w ｛th 　 a 　 w ・ rking 　 v ・lume ・f　10ム

　　Aeration　and 　ag 藍tadon 　were 　kept　at 　1．O　wm
　　and 　600　rpm ，　resPectively ・
　　Temperature 　was 　kept　at 　35士 1℃ ．

た い．

　微生物た ん ぱ く質 の 生産を企 画 す る と き，最 も重 要

な こ と は菌株 の 選択 で あ る．著者 らは酵母として Can−

dida　methanephilum ，Ss ）グ ラ ム 染色陽 性細菌と して Coワー

nebatteTium 　methanoPhitum
，

2i） さらに グ ラム 染色陰性細

菌として Aer・nronas 　 methanocota2 °｝の 3菌種 にっ い て研

究を行 っ た．こ れ らは すべ て 新菌種 で あ り，そ の 特徴

の 概略を Table 　12 に示 した． また こ れ らの 菌種 の 顕

微鏡写真を Fig．8 に示 した．以 下 に，こ れ ら3菌種を

微生物 た ん ぱ く質 生産 の 観 点か ら比 較 して み た い．

　培養成績の 比較　　3 菌種ともに，最適な 培地組成

に は大きな 差は認め られず ， 通常の ミネ ラル ，ア ン モ

ニ ア を含む もの で あれ ば よ く生育 す る の で，経済性 に

お い て は 大差 はな い もの と考え られ る，特に 注 目 しな

ければならない の は，培養温度と食塩耐性 で あ る．培

養温度は ， 冷却コ ス トの 削減と雑菌汚染防止の た め に

高温が 好ま しい ． Can・methanoPltitum，（］ory ．　 methamo −

Philum　と も に 30〜32°G が上限 で あ っ た が Aer．

methamoeota は 39℃ で も十分 に培養が 可能 で あ っ た．
一方食塩耐性は，海水培地中で の 培養を可 能に する が ，

Aer．　 methanoceta は，8 ％食塩まで 生育が で き る もの で

あ っ た．そ れ ぞ れの菌種につ い て検討 した最適培養条
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Table 　12．　 Description　of 　methanol −assimilating 　microorganisms ．20 ，
2；，

B81

Yeast Gram −Positive　bacteria　 Gram −Negative　bacter訟

Ctmdida　methanoPhilumCerLyneba ‘te洳 解

　　　　 methanePhilumAeromenas

’
tnethanecola

1．5〜 2．5× 5〜 7 μ m

EIIipitcal　to　elon 琴ate

Grayish−white 　coIony

No 　pigment

No 　ascospore

Biotin　requirement

0．7〜 0．9 × 1，0 〜 2．7 μm

Short　rod

Pale　crearny 　colored

No 　pig皿 ent

No 　spore

NQn 　motilc

No 　r6quirement

Assimiiation　of 　carbohydrates

　 　 Glucose，　Sucmse ，
　 　 Maltose，　Ethanol．

Isolated　from 　 so 丘1

　　Glucose
，
　Galatcose，

　　Maltose
，
　E 出 anoL

Soil

0．4〜0．7xO ．8、1．2　”m

Short　rod

Grayish−creamy 　c610rcd

No　pigment
No 　spore

Moti 夏e （polar　fiagetla）
Thiamine 　requirement

　　Glucose，　SucrOSt，
　　Maltose，　Ethanol．
Sea　water

件 に おけ る生育曲線の 比較を，Fig・9 に 示 した．μmq ＝

は 　伽 ・methanePhitum 　は 　0．15 （hr
−1
），

　 Ooり
，．　 n昭 tfiano＿

Philumは 0．24 （h「
−1
）， さ らに Aer．　nzethanocola は連続

培養 に おける wash −out 曲線 よ り 0．66 （hrmi）で あ る

こ とが 認 め られ た．グ ラ ム 染色 陰性細菌が 最 も速 く生

育す る こ とは ， 通常 の 菌株分離操作で は、グ ラ ム 染色

陰性細菌の み 分離 され る 事実 と 矛盾 しな い．しか し著

者 らが 分離 した グ ラ ム 染色陽性 の （）erl・methamoPbiium

の 生育速度 は，必 ず し も低 い もの で はな く，十分ic実

用化 しうる生育速度 で あ る と考えて い る．

　菌体収率は，Can．　methanoPhilum が 最も低 くて t　 O．36

で あり，両細菌は 0・47〜0，52と高 い 値を 示 して い る．

こ れ らの 培養成績の 概要を Tablc 　13 に ま とめ た．

　なお菌体の 培養液 か らの 分離回収は，Aer・methan ・−

cela は な ん らか の 前処 理 を す る 新 しい 分離技術 の 開

発 が必要で あ っ た が，Can．　methamPhilum
，
　CerJ．　metha ・

nOPhilum は通常の 遠心分離機 の使用が可能で あ っ た．

　微生物たんぱく質の 品質の 比較　　最適培養条件 で

培養して 調製 した 3菌種 の 菌体の 品質を Table 　14 に

比較 して示 した．いずれ もク リーム 色系統 の きれ い な

パ ウ ダー
で あ るが，細菌 の 方が酵母よ りも微粉末で あ

る．粗 た ん ぱ くは Aer．　 methanocola が 最 も高 く，
（］er7 ．

methanoPhilum ，（Can・　tnethuttoPhitun ； の 順 で あ っ た．逆 に

炭水化物含量 は，酵母が 最 も高 か っ た ，微 生 物 た ん ぱ

く質 の in　 oitro で の 評価 の 1要因で あるペ プ シ ン 人工

消化率 は，酵母，グ ラム 染色陰 性菌 は ほ とん ど完全 に

消化 され た が，グ ラ ム 陽性菌 は や や 消化率が低か っ た．

しか しこ れ は 菌体の 加熱処理 な ど に よ り改善 で きる も

の で あ っ た，

　3 菌種 の 必須ア ミ ノ 酸組成を Table　15 に示 した．

多少 の 変化はあるが ， い ずれ も同じよ うな ア ミノ酸組

成で ある．一
般 に 言わ れ て い る よ うに ， 酵母 に は 1・リ

ジ ン が 多 く，反 対 に 細菌で は 1一シ ス チ ン ，
t一メ チ オ ；

ン 等 の 含硫 ア ミノ 酸が 多 く含まれる傾向が うかがわれ

Table　13．　Growth　of　me 山 ano1 −assimilat三ng 　microorganisms ．20，21，s8）

CandidamkthanophitumCoぴ 励 acteritttn

翩 加 ηψ乃伽 規

Aeromonas
methamocela

Optimu 皿 temperature

Optimum 　pH
NaGI 　tolerance

PtmaxProductivity

（batch　culture ）

25〜30qc

5〜6Grow

　upto 　2％

0．15hr−1

16．5g ／t（48　hr）
Cell　yield　f（）r　methanol （Yx ／s ）O。36

0xygen 　demand （02／cell ）　　　　
一

28〜326

、5〜7．5
Grow 　upto 　5％

O．2421

。2gll （34　hr）

0．471
．84

35〜36＊

6．5〜7．5
Grow 　upto 　8％

0．6622

．5g μ（18　hr）
0．47〜0．52

1．45

＊ Aer  間 ∫ 祕 ゐ  colα 　ca 皿 grow 　at 　39°C 血 continuous ・cUlture ．
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一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

1978年 　第 5号 メ タ ノ
ール 資化性菌の 培養ヱ学 673

（c ）

Fig．8．　 Photomicrogroph 　 and 　 electron 　 micr （ト

　　graphs　of 　methano レass 呈mi 王a 憾  　　microor −
　 　 ganlsms ・

　　（A ）Candide　methanePhitum 　SY −97
　　（B）Cor）neうacte 吻 m 　meth （tnqPhilum 　R −194
　　（C ）Ae厂emouas 　ntethattoeela 　R −1332
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Fig・9・ Growth 　of 　methano1 −assimilating 皿 icroor−

　　ganisms　in　20−1　fe・ment ・・ u 姐der 血e 。pti・num

　　  1tivat三Qn 　 conditions 　f（）r　each 　microorga 曲 m ．

　　（1）Aeremonas　metftamocola
，
　oxygen −enriched 　gas

　　　 was 　supplicd ．

　　（2）Aeromonas　methanoaela ，
　air 　was 　supplied ．

　　（3）σ・rpmebacterittm 　m ・thanophitum，・i・ wa ・ SUPP −
　 　 　 lied．

　　（4）Candida　methanePhilum ，　a 三r　was 　supplied ．

る．い ず れ の 菌種 に つ い て も， 必 須 ア ミ ノ 酸 は 全 菌体

ア ミノ 酸の 0。41〜0．46で あり大きな 差 はな か っ た．

　以上 の 諸成績 よ り， ア ミノ 酸 バ ラ ン ス も3 菌種で 同

じ程度 で ある か ら， こ れ らの 微生物たん ぱ く質の 侮値

は，乾燥菌体中の 全 ア ミ ノ 酸含有量 で 比較で き よ う．

Table　14．　 Chemical 　 composition 　of 　 methanol −assimilating

　　 microorganisms ．ao・Zl・SS｝

α1纏 ぬ 　　　　 α ワ祕 〃伽 蜘 m

鷹 ‘加 ゆ 観 跏 　　膨 伽 吻 屠」 

Aerθmenas
methanoaola

C皿 de　prote血
Extractable　lip三d

Garboh アdrates

Crudc　fiber
Grude 　ashes

P（胆si鳳 d三gestabiLity
Appearance 　of 　S（】P

59．5％
4．622

．12

．21e
．197

．3

Grcam 　powder

68．410

。911

．70

．66

．883

，3

81．45

．37

．80

．258

．095
。9

・一 ・・・ … 雛 き
c「eam
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Table 　15．　 Comparison 　of 　essential 　amino 　acid 　pro飢 es．so・11・ss）

Amino 　 acid

（g！100gCP ）

Candida　　　 Goワ祕 昭 e磁 冊 　 Ae「  o觚 ∫

脚 伽 噸 観 襯 　 methanephilum 　　鰄 加 臨 o‘4

LysineThreonine

CystineMethionine

ValineISoleucine

LeucineTyrosine

Phenylala皿ine

Tryptophan

6。144

．57

ユ．561
．214

．944
．　826

．　493

．264

，070

，61

5．153

．861

。421

．　554

．774

．　616

。261
．963

．171

．46

5．253

．511
．252

．015

．295

．146

．982
．953

．850
．79

Essential　 amino 　acid

Total　amino 　acld

Essential　AAtTotal　AA

37．786

．70

．43

34．282

．60
．41

37．080

．90

．46

Crude 　protein（％ of 　dry　cell ）　　　59．5

Total　amino 　ac 三d （％ of 　dry　ce11 ）　5L 　6

45銘

56

481
尸
D8
ρ
0

Can・methanePhilrm の 全 ア ミ ノ 酸 含有量 を100とす れ ば，

Coワ．　meth ‘mePhilttm 　109，　Aer．　methaneco ｛a　128 と な り，

グ ラ ム 陰性細菌が最 も高 い 値となる．

　 メ タ ノ ール 資 化 性菌を は じめ とす る種 々 な 微生物た

ん ぱ く質の 家禽，家畜，水産生物を用い る栄養学的試

験研究や安全性に 関す る研究 は，わが国で は農林水産

省畜産試験場，家畜衛生試験場，東海区水産研究所，

淡水区水産研究所，科学飼料協会などの 専門研究機関

で 行われ て おり，メ タ ノ
ー

ル 資化性菌 の 微生物 た ん ぱ

く質の 飼料 と して の 有効性，安全性 が 認 め られ る研究

成果が 得 られ て い る．

6．お　わ　り　 に

　い わ ゆ る 化石系炭素源を 利用す る発酵研究 は，酢酸

か ら始まり，
η一パ ラ フ ィ ン を経 て ， メ タ ン

， メ タ ノ
ー

ル な ど の Gl 化合物の 時代 に な っ て い る．微生物た ん

ぱ く質 の 生産研究を 中心 と して，こ こ 数年間活発 な研

究 が 行 わ れ，メ タ ノ ール 利 用発 酵 の 利 点 や 問 題 点 が 明

らか に な っ て きた．一方 エ ネ ル ギーや資源の 有効利用

の 考え は，発酵原料 に も影響を与え ， よ り省 エ ネル ギ

ー，省資源 の 発酵 プ ロ セ ス の 開発 が 望 まれ よ う．こ う

した 観点 か らみ る と，目的 生産 物 が 微 生物 た ん ぱ く質

に せ よ他の 代謝産物にせ よ，メ タ ノ
ール は糖蜜と並ん

で 重要 な発酵原料 とな る こ とは間違 い な い と思 われ る．

そ う した メ タ ノール 利用 発酵を世 に 出す た めに は ， 従

来の 考え 方か ら脱皮 した 新 しい 発 想 に よ る研 究 ，と く

に高生産性 の 菌株の 発見 と育種，培養方法 の研究が待

たれ る．微生物たんぱ く質の 開発を通 じて メ タ ノ
ー

ル

資化性菌 を 生育 させ る 培養技術 は企業化技術 の 段階ま

で 開発 されて い るか らで あ る．

　 こ の 総説は，日本農芸 化学 会大会 C1 敏生物利用 シ ン ポ ジ ウム

（1978年 4月名古毘）で 発表 した もの をま とめ た もの で あ る。
　メ タ ノール の 利用発酵の 研究を遂行す るに あた り，有 益な助 言と

指導をいた だい た ，当社食品発酵化学事業部次長大沢岳 義博士 t 大

沢浩氏，成田喜久雄氏，曽和常雄博士 に厚 く感謝い た します．
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