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1． は じ め に

　 微生 物 タ ン パ ク （SCP ）の 生 産技 術は 近 年 の加 速 度 的

人 口 増加 に 伴 う食糧事惰の 切迫 に対処す る究極の 方法

の 1 つ として盛んに 研究が行われ，さ らに 新 し い 発展

が 期待 され て い る．1 ） 1963年 ChamPagnant ら
2］

は 原

油申沸点留分の ガ ス オ イル 中の脱 ろうを行うと同時 に

飼料 と して 栄養価値 の 高い 酵母 を製造す る技術 を発表

して 以来，石油 お よび 天 然 ガ ス 資源 を原料 とし た SCP

の研究が盛ん に行わ れて い る．メ タ ノ
ー

ル を原料 とす

る SCP の 研究 も数多く報告 され て い るが， こ れ らの

発 表の 多 くは メ タ ノ ール 資化性微生 物の 分離お よ び 同

定 に 関す る報告，S
’11｝

あ るい は これ ら微生 物 に よ る メ

タ ノ
ー

ル 代謝経路 に 関 す る報告
la−17 ｝

が ほ とん どで あ

り， メ タ ノール か らの SCP 生 産 に関 して 工 業化を指

向 した生物化学工 学的研究は少な い ，ISIle ，
メ タ ノ

ー
ル

は SCP 原料 と して 次 の よ うな 数 多 くの 利点を 有 し て

い る．（1）常温 で液体で あ り，水 と完全 に 混合す る・従

っ て ，培養液中に お い て 基質の 菌体 へ の 物質移動が容

易 に 行 わ れ る ．｛2〕メ タ ン や n 一パ ラ フ ィ ン の よ うな 炭

化水素化合物 に 比 べ て 菌体生産量当た りの酸素の必要

量 が少ない．また ，発熱量 も比較的 に 少 ない の で 冷却

水 量 も少 な くて すむ．20）　 （3）me留な どの 方法 に よ り高純

度 に 精製され るた め基質 と して安全性が高い ．すなわ

ち ， 基質に 混存す る不純物 に よ る 発が ん 性等の 問題が
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　F κガ3σ 緲 σ

，
Kanagawa 　25ヱ）

＊＊Present 　address （Yatsushiro　Factar丿，　 SiZnraku−
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極め て 起 こ りに くい ．（4）沸点が 比較的低 い の で 乾燥工

程で 残留 メ タ ノ
ール は 菌休か ら容易 に 除去 され う る．

以．．Eの よ うに， メ タ ノール は SCP 原料 と して 優れ た

特性 を もつ こ とか ら，原料 と して の 経済性 と生 産 きれ

る菌体の 安全性が 確立 され れ ば今後 ます ます 注 目 きれ

る もの と考 え られ る・

　本稿は メ タ ノール を原料 とす る SCP の 生 産 に 関 し，

著者 らの 行 っ て きた 生 物化学 コ：学的 ア ブ 卩
一

チ に 基づ

い た開発研究を ま とめ た もの で あ る．

2．　 メ タ ノ
ール 資化性細 菌の 分離 と 最適培地 組成

2n

　（1） メ タ ノ
ー

ル 資化姓細菌の ス ク リーニ ン グ　　自

然界か ら工 業的連続 生 産に 適す る メ タ ノ ール 資化性細

菌をス ク リ
ー

ニ ン グす る基本的設定因子 と して i）菌

体収量 （Yc）が良 く，か つ タ ン パ ク含有量 が 高 い こ と，

ii）増殖速度が 速 く，か つ 連続培養系で 安定 で あ る こ

と ， iii）培養温度が 高い こ と （最適培養温度がco℃ 以

上）を考慮し，効率的に ス ク リーニ ン グす るた め Fig ．

1 に 示した 土壌 カ ラ ム を装着 した 2段連続集積培養装

置を新規に 考案 した．第 1集積培養槽 （第 1 槽）で あ

る 11 ミニ ジ ャ
ーに 土壌 サ ン プル を 100〜 300点 詰 めた

土壌 カ ラム を取 り付 け ， 好 気 的 に Table 　 1 に 示 す

MediUln　A をカ ラ ム の 上 か ら 連続的に 流入 し た ．第

1 槽 の 培養 液 を 第 2 槽 に 送 り，Table　1 に 示 す

Medium 　B を連続 的 に 送 り2 段集積 を行 っ た ．第 1

槽 お よ び 第 2 槽 の 希釈率，D は そ れ ぞ れ 0，1 お よ び

0，3hr
−1

に 設定 し，温度 は共 に 40℃ に 保 ち，　 pH は 第

2 槽 の み 7．0 に コ ン ト ロ ール した．国内各地より集め

た 1960点の 土壌サ ン プル に つ き 8 回 集積培養 を 行い ，

Table　2 に 示 した ご と く50菌株 の メ タ ノ
ール 資化性 細
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Table　2．　 Isolation　 of 　 methano1

−
assimilating

　　bacteria　by　continuous 　 enrichment 　culture ．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Number 　Qf　 Number 　ofRun 　 no ．　 Area
　　　　　　　　　　samples 　　 strains 　 isolated
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Fig．1．　 Schematic　diagram 　of 　 continuous

　 　 enriChment 　 CUItUre 　 SyStem ．

Table 　1．　 Medium 　for　isolation　 and 　 flask　 exper ・

　 　 iments ．

Component
Medium

A B

Metha ロ oi

（NH ‘）2SO ‘

KH2PO4

KtHPO4

MgSO 杢・7H20

Fei＋

Mn2 ＋

BiotinThiamine

Yeast　 ext 、

Tap 　 water

　 　 59

　 　 29

　 　 19

　 　 39

　 　 0．59

　 　 2mg

　　2mg

　 10　P9

　100　Pt9
　 　 0。19

1，　OOO　mi

　 209

　 　 39

　 　 29

　 　 79

　 　 0．59

　 　2mg

　　2mg

　 10 μ9

　100　gg
　 　 O．19

1， 000　ml

求しな い こ と，お よ び培地中の無機塩濃璽は 低い 方が

Yc が 高い こ とか ら，菌体の 構成成分比 に 比例 させ て

組み立 て た 最小培地を設定 した．Yc を最大とす る最

適培地 を求 め るた め ， Fig，2に 示 した ご とく， こ の 最

小培地 を用 い た 連続培養系 に お い て 成分濃度 を段階的

に変化 させ た と きの YG を最大 に し得 る培地組成を決

定 した．こ の よ うに して 決定 した最適培地の 組成比 を

Table 　 3 に 示 す ．こ の 最 適培 地 は Yc を最 大 とす る た

め 最小 培地に 比 べ て Fe，　 Zn お よび Mn の 量 を 若 1．L

多 く必要 とす る が，他の 成分 は 減 らす こ と が で き，

Ki 皿 ら12♪
の 最 適培 地 に 比 べ て K ，　 P，　 s の 量が 大幅lc

少 な く，か つ メ タ ノ
ール 以外 の 有機栄養源を必要とし

pH 　 was 　 adjusted 　to　7．　O．

菌を分離 した．この50菌株は メ タ ノール あ るい は メ タ

ノール と メ チ ル ア ミ ン を唯 一
の 炭素源 と して 生育 し，

グ ラ ム 陰性，好気性で あ る等の 生理学的知見 お よび単

一
の 鞭毛を持 ち，胞子を形成しない 等 の 形態学的観察

に よ り，す べ て 1吻 功翼 o〃 30掴 ε 属 に 属す る もの と 考

え られた・こ れ らの 菌株 の うち ， 増 殖特 性値 が 良い

Methylomonas 　sp ．　C −1012 菌株を選択 し，以後の 研

究 に 使 用 した．

　（2） 最適培 地 組 成　 Methylomonas 　 sp ．　 C−1012

菌株は 炭素源 で あ る メ タ ノ
ー

ル 以外の 有機栄養源を要
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Fig．2．　 An 　 example 　 of 　 continuQus 　 culture 　 with

　　 sudden 　 changes 　 of 　 oomponents 　 in　 minimum

　 　 medium ．

　　旨《．…＞1 ；intervals　during 　 which 　 the　 minimum

　　medium 　Qr 　the　minimum 　medium 　supPlement −

　　 ed 　 with 　the　 components 　 shown 　 was 　 fed．
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Table 　3．　 Comparison 　of　rnedium 　compositions

　 　 relative 　to　the　 concentTation 　 of 　 methanol ．

　 　 This　 work

Optimum 　　Basal　　　 Other　x2）

medium 　 　 medium

3． 菌体構成成分に 与え る環 境因 子 の 影響
2a ，

Element

Methanol

　 N

　 K
　 P

　 S

　 Mg

　 Fe
　 Mn

　 Zn
　 Cu

　 Ga

　 Na
　 Mo

　 B

（Yeast　 ext ．）

1000

．53＊

1．　082

．041

．　060

，320

．0450

．0120

．0110

．00380

．0270

．00450

．OOO190

．00066

100　　 　　 100

　 7．95　　　　　　4．87

　 1．43　　　　　47，89

　 2，32　　　　　21，97

　 9．76　　　　　 5．90

　 0，49　　　　　　0．25

　 0．032　　　　　0．0026

　 0．0062

　 0．0057

　 0．0032

　 0．027

　 0．045

　 0．DOO19

　 0．00066

（0．77）

＊ Nitrogen 　 was 　 continuously 　supPlied 　in
　lN 　NH40H 　 solution 　to　control 　pH 　at　7．　O．

な い ・また，この 最適培地 の す べ て の成分は ほ とん ど

完 全に 消費 し つ くされ る とい う利点が あ る．

　ジ ャ
ーフ ァ

ーメ ン ターを用い た連続培養系に お い て ，

D
， pH ， 温度 ， 酸素供給お よび供給空気中の COg　ue

度等 の 環境因了 の M
’
ethylomenas 　sp ・C −1012 の 菌体

構成成分，特に SCP の 目的物 で あ る タ ン パ ク含有量，

あ るい は 核酸含量や 呼吸活 性 （QOt）等 に 与 え る 影響に

つ い て 調 べ た ・y σ お よ び タ ン パ ク含量を最大 とす る

に は D を 0．3hr
−L

，　 pH を 7．　O，温度を40°C で 培養す

る必要が あ っ た．基 質律速 と酸素律速 との 培養条件に

お け る 菌体構成成分 に 与 える影響を Table 　4 に示 した・

基質律速で X
， Yc ， タ ン パ ク含量が 共 に 高 い 数値が

得 られ，そ れ らと逆比例 して OOsあ るい は炭酸 ガ ス 発

生量 （Qco2）は小 き く，
　 SCP 生 産に と っ て基質律速 で

培養 を行う こ とが不可欠 な要素で あ る こ とが 判明し た ．

まt： ， 培養液中の 可溶性 タ ン パ ク，菌体の 自己消化 と

関連が あ る と考え られ る 259nm の OD 値 ， お よび多

糖類 の 生 産 と 相 関 の あ る APS （anthrone −positive −

substances ）は い ずれ も基質律速 の 方が 高 く，菌体生

産 と密接な関係が あ る と考 え られ た．Table　5 は 菌体

構成成分へ の 供給空気中の CO2 濃度 の 影響に つ い て

示 して い るが ， CO 留濃度の影響は ほ とん どな く， 塔型

Table 　4．　 Influence　 of 　 carbon 　 substrate 　 and 　 O21imitation 　 on 　 cell

　 　 structural 　 constituents ．

Item Unit Carbon 　 sロbstrate　　　　　O2
1imitation　 　 　　 　 limitation

Air　 supplied

Dissolved　 O2

CHsOH 　 in　 medium

CHsOH 　in　broth
OD 　 at 　 610　 n 皿

Dly 　cell　 weight

Growth　yield

Crude　protein 　content

True 　protein　 content

RNA 　 content

Soluble　protein

OD 　 at 　259　 nm

APS ＊ in　 whoIe 　broth

APS ＊ in　broth　sup ．

QOaQco2

　 1／min

　 ppm

　 9〃

　9／1

　9／1

　 ％

　 ％

　 ％

　 ％

　 mg ！l

　 9 ／1

　9〃

g・02／g・cell。hr

9・COi／9 。cell ・hr

18

　 1．4834

，85

く 0，00128

，014

．9943

．072

．156

．　716

．1318

　 3．61

　 2．27

　 0，38

　 0．300

　 1，50

11

　 034

．76

　 0．009524

，012

．8036

，866

，450

．316

，6265

　 2．88

　 2．46

　 0．17

　 0，378
　 1，90

＊ APS ：anthrone −positive　 substance ，
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Table 　5．　 Influence　of 　CO2 　concentrations 　in　air 　 supplied 　on 　celI

　 　 structural 　 constituents ．

Item Unit
CO2　 conc ．　 in　air 　supP1ied （％ ）

0．03（Air）

CHsOH 　 in　 medium
CH80H 　in　 broth

OD 　 at 　 610　nm

Dry 　cell　weight

Growth 　Yield

Crude　protein

True 　protein

RNA ／XDNA

／XSoluble
　protein

OD 　 at 　 259　nm

APS ＊ in　 whole 　broth

APS ＊ in　broth　 sup ．

9〃

9〃

9／t

％

％

％

％

％

mg ／l

9 〃

9〃

34．36

く O．QO128
．　014

．4642

．169

．158

．316

．47

　 3．45303

　 3．10

　 2，24

　 0．13

　 3．0134

．71

く 0．OO129
，015

，5144

．768

。958

．715

．79

　 3．68280

　 2．64

　 1．98

　 0．15

10．4734

．68

く O．OOユ

28．015

．0943

．569

、658

．716

．95

　 3．783303

，482

．290

．27

＊ APS ： anthrone
−positive　substance ．

式の 発酵槽 の 利用が 可能 で あ る こ とがわか っ た．2S・S“

Fig．3 お よ び 4 は D ，　 Temp ．
，
　 pH の CP （crude

protein）と TP （true　protein ）お よ び RNA と DNA

contents へ の 影響を 示 し，特に RNA 　 content は D

が大 とな る と著しく多 くな っ た．SCP は TP の 生産

に 着目しな け れ ば な らな い が，タ ン パ ク の
・
合成 は

RNA 合 成 と 密接 に 関係 が あ る た め，　 TP の 合 成 速度

（Vp）と RNA の 合成速度 （Vre）との 相関を行 っ た と こ

ろ，Fig．5 に示すように （1 ）式で 表された．ただ し，

a ，βは定 数で あ る．

　　毒一暢 「
・ β 　 　 　 （・）

（1）式 は （2 ）式の ご と く書き表 きれ，kt（＝1／β）お よ

び kz（一α ／β） の 値 は それ ぞ れ 5．68（g／l／hr） お よ び

0．693（g！lfhr）と算出 され た．

　　v・
一．4〔蕊E

〕一一留恥　　　　（2 ）

すな わち， タ ン パ ク合成速度 は 怖 が増す と急激 に 増

大 し，最大 値 5．689 ／〃hr に 達す る こ とが わ か っ た ・

4．　 二 流体 ノズ ル を 装蒲した塔型発 酵槽の 開発
25｝

　塔型 発酵槽 は 消費動力が少 な く，か つ 比 較 的高い 酸

素移動速度 （OTR ）が 得 られ る た め に SCP 生 産 へ の
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Fig ．3．　 Influence　 of 　D ，　temperature 　 and 　pH 　 on 　 crude 　prQtein （CP ） and

　　 true　protein （TP ）contents ．
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開発が 活発で ある．ls・26・2T ）

高い 生産姓を有す る塔型発

酵槽 を開発す る た め に は ， まず，高い OTR を与 え る

塔 型 発 酵 槽 の 開発が 必須 で あ り， こ の 目的の た め に 著

者らは新規に Fig．6 に 示 した二 流体 ノズ ル を装着 し

た塔型発酵槽を試作し， OTR を実測す る と共に 流動

特性 に つ い て も検討 を加 え， メ タ ノ ール か らの SCP

の 連続生産用発酵槽と し て の 応用 を試 み た．塔型発酵

槽の 本体部分は 北井ら
26・28 ，

に よ り開発 され た 多孔 板 段

塔 を基本 と し，本研究 で は 飛躍的に OTR を高め，か

つ SCP 月三産に 適する流動特性を得 る 目的で 塔頂 よ り

塔底部へ 循環流を設け ， こ の 循環流 へ 供給空気を吹 き

込 む た め の 二 流体 ノ ズ ル を装着 した．Fig、7 に 実 験 に

用 い た 3 つ の タ イ プ の 二 流体 ノ ズ ル を示 して い る．

　（1）必要な 酸素移動速度の 推算　　培養に お け る 第

1 段階の 酸 素の 移動 は気 ・液界面を通 じ て 行 わ れ，
OTR は 次式 で 表す こ とが で き る，

　　rd・t’＝　leca（Pi−−Pc）＝ kLa（e‘
− CL ）　　　　　　（3 ）

Cyclone

　 DOonolyzer
臨 翻

e

謝、詈
i
｝lmm吃

1％ of　opening αreω

pHme 育er

210φ
　 mm

　pHcon
曾roller
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　　昌驪 、仕

Jocke †

Medium　inle↑

▼ Flow
　　mGfer
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丁wo 一
刊uidnozzle

Fig．6．　 Schematic　diagram　 of 　 tower　type

　 　 fermenter 　 with 　 two −fluid　 nozzle ．

い ま，気相側の 抵抗 が 無視 で き る とす る と Pt・＝pc お

よ び bLa− KLa とな り，（3 ）式 は （4 ）式の ご と く書 き

表せ る．

　　 厂ゴ
＝κ Lα（c

＊ 一．
Cl ）・・　kd（P，

− P＊
）　　　　　 （4 ）

こ こ に，C＊ ＝HP9 お よび C ∴ 遍H ρ
＊．

　液中 の 溶存酸素の 微生 物に よ る 吸収速度 rr は 次式

に よ っ て 表 され る．

　　 rr 二ktCth　　　　　　　　　　　　　　　　　　（5 ）

定 常状 態 と CL ！　 O と を仮定す る と次式が 成立す る．
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C　r
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Fig．7．　Details　of 止 ree 　types　 of 　two −fluid

　　 nozzle 　 apparatus ．

　　rd ＝ rr＝KLac ＊＝KLaHP9 ；ledP9　　　　　（6 ）

　Cooneyag） は メ タ ノ ール 資化牲細菌 の 増殖 に 要す る

酸 素要求量を化学量 論的 に 検 討 し，物質収支 と菌体の

成分 とか ら次式の ご と く導い て い る．

　　（
gOt9
・cell）

一
｝爵… 　 　 （・）

メ タ ノ
ー

ル 資化性細菌の 酸素要求量 を （7）式に 基 づ き

計算す る と共 に，連 続培 養系 に お け る OTR あ るい は

KLa の 値を（6 ）式に よ っ て 計算 して Table　6 に 示 し

た．また ，Methygomenas 　sp ．　C−1012 菌株の 連続培

養系 の 実測値 も同表中 に 示 した ．実測値 と推算値 とは

良 く
一

致 し，5．65g ・cell！1／hr の 生 産 性 を 得 よ う とす

る と OTR と して 8．65 　g　O2〃／hr，　 KLa 値 と して は

1
，
　070　hr

−1
が 必要で ある．さ らに ，10　g・cell ／1／hr の

生産性を 得 よ うとす る と 17．33go ，／1／hr の OTR
，

2，140hr1 の KLa が 必要で あ り， 高い 生 産性を得 る

た め に は この よ うに 高い OTR を有す る 発酵装置 の 開

発 が不可欠で あ る．

　（2） OTR お よ び KLa の測定　　二流体 ノ ズ ル を装

着 した塔型発酵槽 に つ き，二 流 体 ノ ズ ル の 種類 （Fig ．

7）， 供給空 気 お よび 液循 環流量 の 条件を変 えて 亜硫酸

ソーダ系で OTR あ る い は KLa を 実 測 し，結 果 を

Table　7 に 示 した．液循 環 が な く γ8 が 3．02　cm ／sec

の と きの Kta は 145　hr1 と実 測 きれ た．こ の 値は

Kitai2e〕の 多孔板段塔発酵槽の KLa 　tsとほ ぼ 同 じで あ

っ た ．Fig．8 に γ3 で 相関 した 結果を気泡塔 に つ い て

の 他の 研究者ら
261so−smec

よ る報告 も加 え て 示 した．本

装置の 高い KLa あ るい は OTR の 操作領域 は Fc を

多 く し，二 流 休 ノ ズ ル へ の 供給空気量を増 さ な けれ ば

な らな い が，二 流体 ノズ ル へ の 空気吹込圧 （P ，）の 効

果 も大 で あ っ た．また，二 流体 ノ ズ ル の タ イ プ に よ る

影 響 は ほ とん どな か った．き て ， 前述 の メ タ ノ
ー

ル 資

化性細菌を連続生産す るの に 必要な KLa 値 の 推算に

お い て ，5・　65　g・cell ／l！hr の 生産 性 を得 よ う とす る と

Table　6．　 Estimations　of　oxygen 　demand　for　the 　growth 　of 　bacteria　on

　　methanol 　and 　oxygen 　transfer　rate 　required ．

Unit Experimental　2e）　Calculation　of 　oxygen 　demand
data　　　　　　　 and 　OTR 　 coefficients 　 required

Productivity gcell ／t！hr 　 　 　 　　5．65 （5．65 ） （8．0 ） （10．0 ）

　　　 「・ 　 　 gce 正1／gm ・th ・ n ・1 　 0・480 　 　 （0．480）　 （0．45）　 （0．45）
Oxygen　demand 　gO2 ／g　ce11 　　　　　　　　1．54　　　　　　　　1．53　　　　　　1．73　　　　　　1，73

　　　 rr 　　 　 902 ／g　 cell ／hr 　 　 　 O．478 　 　 　 　 − 　 　 　　一 　 　　 　＿

　　 OTR ＊

　　　　gOA 〃／hr　　　　　　　 8．70　　　　　　8．65　　　　13．87　　　　17．33

　　κ 、 a ＊・ 　 塾 「 　 一一．一　 ．．．ニ ー − 1−979”　 ・717 　 2・41

　　　　　　　　　1／min 　　　　　　　　　 − 　　　　　　17．8　　　　28，6　　　　35．6

　　　々、
＊＊ 　 竺鰻 92趣3

／h 「／rtrL．一 ：
｝

．一一．−1 蟄一．　 2・06 　 2・57

　　　　　　　　 gM 　Oa／ml ／min ／atm 　　 − 　　　　21，4 × 10
−6　34．3× 10

−6 　42，8 × 10
−6

（　）： values 　inside　parentheis 　were 　assu 皿 ed ．
＊ OTR 冨oxygen 　transfer　 rate ．
＊＊ rd （OTR ）二KLae ＊ ＝kdP9＝・KLaHPg

　where 　Pe＝・0．21　atm （in　air ）and 　H ・＝1．2x10
−s

　g　mole 　O2／1fatm　were 　assumed ．
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Table　7．　 Measurement　of　KLa 　 or　 oxygen 　transfer 　 rate 　in　tower 　fermentor 　
with

　　three　types　 of 　two −fluid　 nozzle ．

Run 　 Type 　 of

no 、　　　 nozzle

123456789012　

　

　

　

　

　

　

　

111

AAAAAAAAAAA

　 　 Aeration

Q　 　 y，　 　 Pr

　Liquid

−．．ρi期 坤tigL 　 OTR
　 F 　　 　 Pc

60．5 　　 3．02

56．8　　　2，73
66．8　　　3．22

77．0　　 3，71

86．8　　　4．18

100，0　　　4．81

121．5 　　 5．85

129，0　　　6．21

134．0　　　6．45

164．0　　　7．9D

194．0　　　9．34

214 ．0　　　10，30

113574783691000000000001　 0　 　 0

500 　 　0，5

1000　 　 0．6

1500　 　 LO

2000　　 L3

1DOO　 　 O，7

1500　 　 1，1

2000　 　 1．4

5GO　 　 O．6

1000　 　0，9

15DO　 　 1。3

2000 　　 1．6

KLa

1．17　 　 145

1．73　　 215

5，04　 　 625

11．1　　　 1380

14．6　　　　1810

9．8　 　 1220

14．3　　　　1770

18．9 　　　2450

7．20　 　 893

14曾6　　　　1810

19．3　　　　2390

28．2 　　　3500

345678111111 BBBBBB 60．9　　　2．93

105 ，0　　　 5，06

150．0　　　7．22

219，0　　10，5
70，2 　　　3，38

120．0　　　5，78

O．30

．50
．60

．80
．50

，7

9012345612222222 CCCCCGCC72．5124
．0180

．084

．0139

．0210

．098

．0165

．0

3．495

，978

．674

．046

．6910

．14

，727

．94

5787910200000111

1500　　 0．9
1500　 　 1．1

1500　　　　1．15

1500　 　 1．2

2000　　 L2

2000　　 1，3

8．86　　　1100

12。8　　　　1590

17．6 　 　 　2180

20．8　　　　2500

21，5 　　　　2670

24．5　　　　3040

1500　 　 1．0

1500 　 　 0．9

1500　 　 1。2

2000　　 1．3

2000　 　 1．4

2000 　 　 1．5

2500　 　 1。5

2500　　　　1．75

10．715

．721

．318

．023

．829

．923

．529

．5

133019502710223029503710292G3660

Q ：aeration 　 rate （Nl／min ），　V 。： air　linear　velocity （cm ／sec ），　Pr ：air 　Pressure
to　the　nozzle （kg！cm2G ），　 F ：flow　rate 　of 艮iquid　circulation （’／hr），　 Pe ： pre・
ssure 　of 　circulating 　liquid（kg／cmgG ），　OTR ： exygen 　transfer 　rate （g　O2／1／
hr） calculated 　as 　KLa 　c＊

（＝・KLaHPg ）where 　H ＝・1．2× 1G−s　gM 　O2／l／atm 　was

assumed ，　KLa ：overall 　mass 　transfer 　coefficient （hr
’

「

）．

1，　e70　hr”i の KLa が 必要 で あ る が，本装置で は 最高

の KLa 値 と して 3，　71e　hr
’i，　OTR として 29．9902 ／

1／hr に 達 し ， 十分 な 能力 を有す る こ とが わか っ た．

　ま た，Kza の 実測 値 を Pr で 両対数紙上 に 相関 させ

る と Fig，9 の ご と くな り，次式に 示す実験式が得 ら

れ た．

　　KLa ；er ・P ・
1’12

　　　　　　　　　　　 （8 ）

こ こ に ，「

）
「
は 定 数で 2，800 で あ る．

　（3）流動特性
棚

　　二 流体 ノ ズ ル を装着 した 3段塔

発酵槽 に つ い て の 液側 の 流動特性を液循環 の あ る逆混

合 モ デ ル
Sd・efi）で表 し，模式的 に Fig．10 に 示 した。こ

の モ デ ル に つ き，（i）多 孔 板 を介 して の 逆 混 合 は な

い ・sG・s7」 （ii）各段 は 同 ．一
容 量 で continuous 　 stirred

tank　reactor （CSTR ）と して 機能す る
a7」

とい う仮定

をお い て 第
一

段 に δ一関数的 に ト レ ー
サ
ー

を与 えた場

合の 塔流出液中の トレ ーサー濃度を追跡す る シ ミ ＝ レ

ーシ 。 ン 解析を行 っ た．各段 の ト レ ー
サ
ー

濃哽 （C）に

つ い て の 物質収支式 を示 す．
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SymbolType 　 of 　 nozzle

○

 

eO

△

△

□

田

置

Fc（1／hr）

AAAABBCCC 5001000150020DO1500200D150020002500

1 ：Yosbida　et　al．（Ref ．30） Bubble 　 column

　 of 　7　cm 　dia．
2 ； Odawara 　et 　 al ．（Ref．31） Column 　with

　 perforated　plate 　cylinder 　of 　50　cm 　dia．
3 ： Kitai　et　al ，（Ref ．26） Perforated　plate
　 column 　 of　 14．5cm 　 dia．
4 ： Kuraishi　 et 　｛冨’．（Ref、32）Column　 with

　 draft　tube 　 of 　45　cm 　dia，

dα
　 一＝・RC ，

一
（1＋ R ）C ，「

aθ

爭一 （・＋ R ）・（α 一c ・）

幣一（・・1．R ）・（c ・
−c ・）

（9 ）

Fc

FV3C5

　 　5

F〔1＋ r ＋ R 〕 Fr

222Vc

F｛1＋ r＋R ） FrVlCI

　 I

（10）

（11）

こ こ に ，C ．− c。／伽 ，θ＝t／（V ・1F），丑石F4F で あ る，

初期条件 を次式の ご と く与 え る．

　　Ci − 1，　C2＝C3＝O 　at θ＝ 0

　 こ れ らの 連立微分方程式 を ル ン 臆 ク ッ タ 法 に よ り

コ ン ピ バ
ー
ター’t （IBM ，　 Call，　 TSS ） を 用 い て 解析 し

Fq ＋ R｝

F

twe・fluid
nozzle

Fig．10．　Schematic 　flow　diagram 　of 　3−stage

　　tower　type　fermentor　 with 　 two−fluid　 nezzle

　　in　back　flow　model 　 with 　liquid　 circulation ，

た 結果 を Fig ．11 に 示 した ．

　多孔板 段塔発 酵 槽 は 本来多段化す る 目的で 開発 され

た 発 酵 槽で あ るが ，二 流体 ノ ズ ル を装着 した 塔型発酵

槽の 流動特性値 は Fc を増す と 急速に CSTR の 理論

曲線に 近 づ くこ とが わ か る ・一般に ，連続培養に お い
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Fig．11．　 Flow 　 characteristic 　 simulation 　 on 　 the

　　Qutlet 　stea 皿 from 　the 　tower 　type 　fermentor
　　with 　two−fluid　 nozzle 　 operated 　 with 　 various

　　flow　 rates 　 of 　 liquid　 circulation ．

て 菌体生産 と連動 しな い 発 酵生 産 物，例 え ば抗 生物 質

の よ うな 二 次代謝産物 に は 多段連続培養が 適 し，菌体

また は菌体生 産 と連動 して い る発酵生産物に は 単槽連

続培養が適して い る こ とが 理 論解析 され て い る．sn 高

い 菌体生産性を得 よ う とす る と OTR を高 くしな けれ

ば ならな い が ， 例 えば KLa を 1，000　hr 閥

以上 とす る

た め に は Fe を 1，0001／hr 程度 以上 は 必要で あ り，こ

の よ うな操作領域で は 本装置は ほ ぼ CSTR と して 機

能 し，流動特性 か ら も菌体生 産 の 発酵槽 と して 適 して

い る と考 え られ る・

　4） 連続培養　　本装置を用い て メ タ ノ
ー

ル 資化性

細菌，M θthylemonas 　 sp．　 C −1012 の 連続培 養 試験 を

行い ，6 つ の 定 常状態値 を得，結果 を Table 　8 に 示し

た．D を 増すとX ，　 DX 、
　 Yc と も増大 し，　 D 胃0．350

hr’i で そ れ らの 値 は 最大 とな り，
　 DX ＝6．93　g・cell／

1／hr，　 Y （」− 0．445　g ・cell ／g ・rnethanol とい う高 い 値 が

得られ， こ の 時 Y ・も最大値，0．340g ・cell ／g ・02 と

な っ た ．また，微生物の 呼吸活性 か ら求め た 培養系で

の OTR （r・）は その 同 じ 装置操作条件に お け る亜硫 酸

ソ
ー一

ダ系か ら求 め た OTR の 約 1／2 の 数値 で あ り，培

養系 での 酸素の 移動 は 亜硫酸 ソ
ーダ 溶 液系 に比 べ て

1／2 とな る こ とがわか っ た．き らに ，塔 内の 各段 の 菌

体濃度 は 各定常状態時 で 同 じ数値を示 し，流動特性の

シ ミ ュ
レ ーシ ョ ン の 結果とも

一
致 した．従 っ て ，本装

置 は 高い 酸素移動速度 を有す る単槽連 続 培養槽 と して

機能 し，菌体 の 連続培養 に 適す る発 酵 槽 で あ る こ とが

確認 きれ た，

5． 膜 ろ 過 に よ る 菌体分離 と リサ イ クル培養
S81，

　メ タ ノ
ー

ル 資化性 細 菌 の 培養液 を膜 ろ過 で 菌体 を濃

縮す る
一

方， SCP 生産 プ ラ ン トの 廃液処理設備の 軽

減 を 目的 と して ろ過液を リサ イ クル す る 閉鎖系の 培養

方法 に つ い て 検討 し た．Fig．12 に 実験装置の 概略を

示 した・膜ろ過装置に 培養 液 を入れ，慨 ガ ス で 3．O

kg／cma の 圧力をか けて ろ 過 し た 場合の 濃縮 液 と透 過

液 との 物 質収支 を Fig．13 に 示 した，濃縮液の容量 は

1110 とな り， 菌体濃度 （OD ）は 約 10倍 に 濃縮され，

か つ 培養 液中 の 可溶 性 タ ン パ ク もす べ て 濃 縮 され，

SCP 生産の 面か ら非常 に 効率的で あ る こ とが わか っ

た．S9，le］ 一
方，透過液は 菌体 は もちろ ん，不溶性物質

お よび可溶性 タ ン パ ク を も含 まず，全乾燥物 は 可溶性

Table 　8・ C ・ ntinu ・us　culture ・f　Methyt・menas 　sp ．　C−1012　i・ t・ wer 　type 　ferment 。，

　 　 with 　 two −fluid　nozzle ．

　 　 　 　 　 Aeration　 conditio 皿

Run 　　ζ「
一　　

7 ，　　　P 厂　　OTR ＊　 F 。　　SF　　　D 　　　SR
n °・

（濫膿 ）（。論）  ・’／・・… 〃・ （hr
−

・

） （… ） ・・〃）（

x 　　DX 　　γノ
＊＊

　 　 ＿9
　 　 　1hr

　 　 　 　 　 　 Yc 　　 　　 Yo

）  （
　　gcell

gmethanel ）（器
’

）
1234561072032181051651805．159

．7710

．495

．057

．948

．66

0．91

．11

．10

，91

．21

．2

24．8　 2000

28．5 　2000

29．0　 2000

27。0　2500

35．6　 2500

38，3　　2500

44，843

，745

．244

．744

．543

．0

0，161　＜ 0．001

0．203　く 0．001

0，273　く O．OO1

0．318 〈 0．001

0．350　　　0．054

0．412　　3．3

14．3 　2．29 　14．5

14，2　　2，88　　15．6
15．9　4．34　14．7
18．7　 5．95　18．0

19．8　　6．93　　20．3
16．2　　6．67　　19．8

e．3190

．3250

．4180

．4450
．4450

，377

0、1580

，1850

．　2950

．3310

．3400

．337

＊ OTR ：Oxygen 　transfer　rate　calculated 　as 　KLac ＊
（≡KLaHp ‘）．

＊＊ rr ： oxygen 　uptake 　rate 　by　microorganisms （；OTR 　in　culture 　system ）．

　F ‘ ：flow　rate 　of 　broth　circu 艮ationp　Ss ：methanol 　concentration 　in　supply 　medium ，　 Sn ： residua 工

　methanol 　 concentration 　in　 broth．
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Fig．12．　Schematic 　 continuous 　 cuiture 　system

　　 with 　 recycled 　UF 　filtrate．

携蝿
　　　「

一．＼εi！ゆ 餅
一
「

　 　 　 し　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　

威 亟 ］　　 ［血

熱 議縫
Fig ．13．　 Mass 　balance　on 　membrane 　filtration．

eo

1・

葦

e

　 O　　　IO　　20 　　50 　　40 　　50　　60 　　70 　　80 　　90 　　100

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Tlm ●　 lhrl

Fig．14．　Continuous 　 culture 　 with 　 filtrate

　　recyc 匪ed ．

物質で あり，そ の ほ とん どは 無機物質で あ っ た．この

透過 液 は無 機 塩 の み しか 含 まな い こ と か ら基 質 メ タ ノ

ール と不足 分 の 無機塩を補充 した 培地 を調 製 して リサ

イ クル 使用す る閉鎖系として の リサ イ クル 培養を行 い ，

そ の 結果 を Fig．14 に 示 し た ．連続培養 の 定常状態に

お い て透過液を 50％ リサ イ ク ル して も定常 状態 値 を 乱

Fig．15，　 Scheme　of　 bench −
scale 　 ultrafiltration

　 　 unit ，

　　  ：　pressure　 gauge ，  ： thermometer

　 600

　 400

ぼ

ξ2001

＞
v

　 IOOo
中
o

＝

盧

o
＝
o」
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＝
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000864
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08641

Fig．16 ，　 Influence

　　preSSure 　 On 　filtratiOn　rate ．

2 　 4 　6810 　 20

　 RexIO −4

　 0f 　Reynolds　number 　and

Symbol

口

国

■

O
●

●

Fluid　　Pressure（kg／cm2G ）

WaterWaterWaterBrothBrothBroth123123

す こ とが な く， 少 な くと も透過液 を50％ リサ イ ク ル さ

せ る こ とが で き， 閉鎖系 と して の 焙 養法実現 の可能牲

が 示 唆 きれ た．次 に，Fig．15 に 模式的 に 示 し た ベ ン

チ ス ケール の 管型膜ろ過装置 を用 い て培養液の ろ過速

度 を 水を対照 として 測定 し，R ・に対 して 両対数紙上

に プ ロ
ッ トす る と，

Fig・　 16 の ご とき P をパ ラ メータ
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一
とす る 直 線 関 係が 得 られ た ．水の ろ 過速度 （Fv ）は

Re に 無 関係に P に 対 して
一

定値 を示 した が，培養液

の場合は P に 対 して は ほ とん ど影響 を受 けず， R，に

大 き く影響を受け ， 昆 が増す とろ過速度が大とな り，

2kg ／cm2 の 圧力で Re が 10sの とき， 培養液の ろ過速

度 （Fb）は 801／m2 ／hr で あ っ た ．　 Fig．16 の 直線関 係

か ら 凡 お よ び FE の 実験式は そ れ ぞ れ 次式の ご と く

な る．

　水 の 場合 ：

　　Fv − fa　R ・opu ・15
　　　　　　　　　　　 （12）

　培養液の 場合 ：

　　Fb＝b’R ・1・2po ・t5
　　　　　　　　　　　 （13）

こ こ に ，
le

、
　 k’は定数で あ る．

培養液の ろ過速度b｛　R ， に 大 きく影響 きれ，R ，の 1，2

乗 に 比 例す る こ とは 水の 場合 と異 な り，培養液中の 種

々 の 物質が 膜周辺で 濃度叢 を生 じ るた め で あ る と考え

られ る．

6．　 お 　 わ 　 り　 に

　 メ タ ノ
ー

ル を 原 料 とす る SCP 生産に 関 し，二1二業化

を想定 した SCP 製造 プ ロ セ ス の 開発 を行 う こ とを目

的 として，生 物化学工 学的 ア プ ロ ーチ を主眼 に 研究 を

行 っ た．ま ず，工 業生 産 に 適す る メ タ ノ ール 資化性細

菌 を得 る目的で，新規に 土壌 カ ラ ム を装着した二 段連

続集積培養法 を 試作 して 分離 を行い ，増殖速度が 速 く，

菌体収 量 が 良 く，か つ 40℃ を適温とす る メ タ ノール 資

化性細菌 ，
Methylomenas 　sp ．　C−1012 菌株を得 る こ

とが で きた・本菌の 最適培 地 は ，菌体の 構成戚 分 ⊥
’
ヒに

比 例 さ せ て 組 み 立 て た 最小培地を基本に して菌体収量

を最大 とす る培 地 組成 を決定 した．本最適培 地 は 基質

メ タ ノ ール 以外 の 有機栄養源 を含 まず，ほ とん ど の 成

分は消費し尽 きれ るた め 経済的で あ る以外に，菌体収

得後の 培養液 の 廃液処理 の 負荷 が 軽減 され る 利点が あ

る．また，本菌に つ い て 種 々 な環境 因 子 の 菌体構成成

分 に 与 え る影響を調べ た．次 に，メ タ ノ
ー

ル 資化性細

菌 の連続菌体生産に 適す る 発酵槽と し て ，二 流体 ノ ズ

ル を装着した塔型発酵槽 を試作し，亜硫酸 ソ ーダ溶液

系 で の OTR 測定 、 流動特性の シ ミ ュ レーシ ョ ン お よ

び連続 培養試験を行 っ た．本装置は 高 い OTR が 得 ら

れ，菌体生 産 に 適す る単槽連続培養槽 と して 機能し，

生 産 性の 高 い 発酵槽で あ る こ とが 確認 され た．最後に ，

培養液 か らの 菌体 の 分離 に つ い て 膜ろ過法 を検 討 し，

効率良く菌体が 濃縮 きれ，か つ 透過 液 は SCP 生 産 プ

ラ ン トの廃液処理 の 負荷の 軽減を 目的 と して リサ イ ク

ル きせ る こ とが で き，い わ ゆ る 閉 鎖 系 の SCP 生 産が

可能 とな る で あ ろ う こ とが わ か っ た．

a

CCi

CL

Cm

記　号

：interfacial　 area 　of 　 bubbies ，　 cmt

；traCer　COnCentratiOn

：dimensionless　 cencentration ，　c ／c。。

：dissolved　oxygen 　concentration 　at 　the 　gas−

liquid　interface，902 〃

：dissolved〔〕xygen 　concentration 　in　the 　fluid

bulk，　 g　O2／〜

：dry　 cell 　 weight ，　 g　 cell 〃

σ ”o　： tracer　concentration 　at　”−th　stage 　at ’齧O

G 。： dimension 韮ess 　 concentration 　at 　n一士h　stage

　 　 　 at ’＝O

D　　： d且utiQn 　 rate，　 hrll

F 　：flow　rate 　of　liquid　supply ， 1／hr
F ノ

： back−flow　rate 　of 　liquid　through 　plate　holes，

　　　’1hr
F ゆ ： filtration　rate 　of　the　culture 　broth，1／m2 ／hr

Fc ： flow　 rate 　 Qf 　liquid　 circulation ，’／hr

F 理 ： filtration　 rate 　of 　 water ，ηm2 ／hr

H 　： Henry ，
s　law　constant ， 902 〃／atm

ゴ々　： volumetric 　oxygen 　　transfer 　coefficient ，

　　　902 〃／hr／atm

ゐG　： gas　 film　 mass 　 transfer　 coefficient ，　 g　O2／

　　　hr／cm2 ／atm

kム　：liquid　film　mass 　transfer 　coefficie 賦t， 1／hr／
　 　 　cm2

kr　： specific 　oxygen 　uptake 　rate 　by　microorgan −

　　 isms，　 g　 O2／hr／g　 cell

KLa ； overall 　mass 　transfer　coefficient ，　hr
−

】

pc　； partial　pressure　of 　oxygen 　in　the　gas　bulk，
　 　 atm

pi　：partial　pressure　 of 　oxygen 　 at 　the　gas −liquid

　 　 interface ，　atm

P ・ ： air 　pressure 　t・ the　n ・ zzle ，　kg／cm
・

P 　： pressure 　 of 　 membrane 　filtration，　kg ／cm2

r　 ： back−flow　ratio 　defined　as　F ’

／F，−

rd 　： oxygen 　transfer　rate ，
　g　O2〃／hr

γ ・　： oxygen 　uptake 　rate 　by　microorganisms 　from

　　 Iiquid，　g　o2〃／hr

石〜　： 1iquid　circulation 　ratio 　defined　as　F ‘！F ，一
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Re　：Reynolds 　number ，．．．

t　 ：time ｝ hr

V 　：liquid　volume ，
　 l

v ρ　； synthesis 　rate　of　true　protein，9〃／hr

VR 　： synthesis 　 rate 　of 　 RNA ，　 gll／hr

V，：air　linear　 velocity ，　 cm ／sec

　　： Cell 　 COnCentratiOn ，　 g　 Cell ！l

Y σ ：growth 　 yield，　 g　 cell／g　 methanol

Y
「
o 　：oxygen 　yield，　 g　cell／g　O2

θ　　：dimensionless 　time　defined 　as 　t／（V ”！F ）

subscripts ： 1，　2，　3＝−1st，　2nd 　and 　3rd　stages ，

　　　respectively
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