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α
一Amylase 　production　by 　Ba ‘ゴ〃ロ∫ caiゴo！yticus　in　 a　ce11 −recychng 　fermcntor　with 　me 跏 brane

　　丘ltration．　CHu −YuAN　CHENG，　IsAMu　YABE ，　and 　KIYosHl　TQI〕A
承

（lnstitute　of 　App 　tied

　　A4icr・bi・  、　 Universit
コ　Of　Tekl・、　 Bu吻 ・

−ku ｝
「
aコ・ガ1−1−1

，
　 Teky・ 〃 3）Hakk ・k。 gaku 　68 ：

　 　 367 −373 ，1990 ，

　　The　productivlty　of α
一amylase 　in　ccll −recychng 　continuous 　culture 　ofBacilius ‘4」601卿‘us

strain 　SP　using 　a 謳ermentor 　with 　a　hc1｝ow 　fiber　membrane 　filter　rnodule 　was 　investigated　in
comparison 　wid 油 at　in　batch　and 　chemostat 　cu ユtures．　 When 　the　medlum 　of 　thc 　original

conccntration 　was 　fed　at 　a 　constant 　flow　rate ，α
一amylase 　activity 　in　the　e田 uent 　was 　the 　same

as 　that　in　the　batch　culture （100 　U ！ml ）．　 When 　the 　 medium 　concentration 　was 　increased
五ve ・fold，α

一a 皿 1ylase　activi 【y 重ncreased 　on 】y　2、9times　evcn 　though 　the　viablc 　cell　concentra −
tion 　incrcased　about 重en −〔bld，　 Whcnthe 　medium 　concentration 　was 　increased　exponentially
in　 a 匸 cordance 　 with 　the　increase　of 　the 　 cell　 concentration ，α

・amylase 　 activity 　 reached

713U ／ml 　a匸 adiluti
’
on 　rate 　of 　O．17h

− 1
；898　U ！ml 　at　O、24h−L，

　連続培養槽の 流出培養液 か ら菌体を 回収 し培養槽 に

戻す操作 に よ り菌体濃度を 高め 生 産速度 を 向上 させ る

い わ ＠ る 炉過培養 が 微生物 お よび そ の 他 の 生 物細胞に

よ る 代謝産物 の 生産 の 効率化 に 有効 で あ る と考 え ら

れ ，多 くの 研究者技術者 の 関心 を集め て い る．沂過培

養 の 効用 は ： （1）増 殖 阻 害 物 質 の 除 去 に よ り，流 加 培

養 の 場合 よ り菌 体濃度 を 高 め る こ と が 可能で あ る こ

と，（2）高濃度菌体 に よ り物質生産効率 が 向上す る こ

と，（3）菌体 を 系外 へ 流出 させ な い た め ，菌体の 分離

回 収 プ 卩 セ ス が 不 要 と な り，培 養 液 中 の 生 産物 （酵素）

の 回 収，精製 ブ 卩 セ ス の簡略化が可能で あ る こ と ， の

3 点 が 挙げ られ る ．

　泝過培養の 原型は Herberti） に よ っ て 考案 され ，研

究室 レ ベ ル で 実際に 運転 した の は Pirt2） が 最初 と考 え

られ る．1980 年代 か ら，ホ 卩 一フ
ァ イ バ ー

膜を 泝材 と

す る泝過 モ ジュー
ル を用 い た 細胞高密度沂過培養の 研

究 が 盛 ん に な っ た が，嫌気性発酵 が 主 で ，た と え ぽ パ

ン 酵 母 ，　
s1
　Ktayveremコ‘esfragilis

，
　
“

　ZJmomonas　mebilis と Sac−

cha7emPtces 　cerevisiae ，　s）　Path］∫olen　tarenophitzas6）な どに よ る ア

＊

連絡先，Corresponding　author ．

ル コ ール 発酵，5卿 ‘oω ‘価 CTemoris7 ｝bこ よ る 乳酸発酵 が

挙げ られ る．こ れ ら の 研 究 に よれ ぽ 高濃度菌体 に よ リ

エ タ ノ ール お よ び 乳酸 な ど
一

次代謝生産物の 生産 性 が

向 上 す る こ と が 報 告 さ れ て い る ．た とえ ば ，Sac−

charem ］ces 　cerevisiae を 用 い た エ タ ノ ー
ル の 生産速度 は 回

分培養 に 比 べ て 20倍，連続 培 養に 比 べ て 12倍 向上 し

た．3）　Zlmpmonas　mobitis の 場合は 回 分培養 に 比ぺ て 17．6

倍向上 した．s） StrePtococus　 cremOTi ∫ に よる 乳酸 の 生産速

度は 回 分培養に 比 べ て 6．8倍 向上 した ，η

　 しか しな が ら炉過培養 に よ る菌体外酵 素の 生 産 に 関

す る研究 は ほ とん ど行われ て い な い ．好気性細菌 の 高

濃度培養 が 技術的 に 困難 で あ る こ と の 他に ，菌体外酵

素の 生 産 が 増 殖 非 連 動 型 で あ る こ とが 多 く，菌体 の 高

濃度化が酵素生産速度 の 向上 に 結び つ か な い こ とが そ

の 理 由と して 挙げ られ る．た とえ ば Bacillus 属細菌 の

菌体を 担 体 に 固定化 し て α
一ア ミ ラ ーゼ 生成 に つ い て

調 べ た 報告 は い くつ か あ る．8−11 ）・13・M ）そ の 中 で ，α
一ア

ミ ラ ーゼ 活性が向上 した 例 は 1報告8）だ け で あ り，向

上率は 2 倍に す ぎな い ．ゲ ル 包括 法 の 場 合 は ゲ ル 内の

酸素などの 拡散抵抗 が増殖活性 な らび に 酵素生産活性

の 促進 の 妨げに な っ て い る もの と考 え られ る，本研究

N 工工
一Electronlc 　 Llbrary 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Soclety 　for 　Blosclence 　ar ユd 　Bloenglneerlr ユg ，　Japan

368 鄭　　智元 ・矢部　　勇
・
戸 田　　清 醸酵工 学　第68巻

で は ホ ロ
ーフ

ァ イ パ ーモ ジ ュ
ール を 培養槽 に 付設 した

メ ソ ブ v ン バ イ オ リア ク タ
ー

を用 い て BaciUus　 caldel］
・

ticus12・IS，16）の 炉過培養を行い 、 菌体の 高濃度化に よ る α
一

ア ミ ラ
ーゼ の 生産速度 の 改善 を 中心 に 検討 を行 っ た ．

実　験　方　法

　使用菌株　　Bacitius　cユtdolyticus　SP 株．12）回 分培養に

お い て α
一ア ミ ラーゼ 生成 の誘導物質 とし て マ ル トー

ス を必要 とす る．

　使 用 培地　　回 分 お よ び 連続培養に お い て は 通常濃

度 の マ ル ト
ース カ シ ト ン 培地

12）を用 い た．そ の 組成

（gXり は 以下 の よ うで あ る．カ シ トン 2，
マ ル トース 1，

KH2PO
，
　O．05，　MgSO4 ・7H200 ．25，　FeSq ・7H200 ．03，

CaC12 ・2H20 　O．1
，
MnC12 　O．OOI．初発pH は 1 ％ （WV ）

KOH に よ り72 に 調節 した．泝過培養 で は 通常濃度，

5 倍濃度 の マ ル トース カ シ ト ソ 培地 を 用 い た ほ か ，菌

体濃度の 増加 に 応 じて指数的 に 培 地 濃度 を 増加 させ る

場合は 13．1倍濃度 の 練 ル トース カ シ ト ソ 培地 と減菌水

を用 い た ．

　培養方法　　回 分 お よ び連続培養 の 実験方法は 既

法
12）と同 じで あ る ．pH 制御 は 行わ なか っ た ．連続培

養に お い て も ， 泝過培養に お い て も実験 に 用い た 希釈

率 で は 培養液の pH は 8 に 近 い 値で ほ ぼ同 じ pH 条件

に な っ て い た ．沂過培養 に 用 い た 装置の 概略図を Fig．

1 に 示 す． ミ ニ ジ ャ
ーフ

ァ
ーメ ン タ ーに ホ ロ ーフ

ァ イ

バ ー膜炉過 モ ジ ュ
ール （三 菱 レ イ ヨ ン 製 STNO134T

公称孔径 0．34 μm ，炉過面積 O．3m2）を付設 した もの

で ，培養液量 800ml
， 培養液循 環 速 度 22，5 〃h の 条件

で 游過培養 を 行 っ た．実験に 用 い た ホ ロ ーフ ァ イ バ ー

モ ジ ュ
ール の 最大炉過速度 は 20e　rnl／h で，炉 過速度

を こ れ 以 上 に セ
ッ トする と，短時間 に 目詰ま りがお き

て ，安定 した操作条件が得られ なか っ た．回 分培養か

ら泝過培養に 切 り替え る 時期に つ い て は ， 回分培養の

増殖停止 期に 切 り替え た場合 と ， 回分培養を 行 っ た後

で低 い 希釈率で 1 〜2晩連続培養を行っ た後で 切 り替

え た場 合の 二 種 の 実験を 行 っ た ．後者 の 実験で 回 分培

養と游過培養との 間 に ケ モ ス タ
ッ

ト培養を行 っ た 理由

は ，回 分培養 で 増殖 した SP 株を α
一ア ミ ラ

ー
ゼ 生産活

性 の 高 い 変異株 （以後 M 株 と 書 く） に 転換 させ る た

め で あ る．既報 の 研究
12＞に お い て ，SP 株 （回 分培養

に お い て α
一ア ミ ラーゼ の 誘導物質 と して マ ル トース

を 必要とす る ）は 連続培養に よ りほ ぼ全菌数が M 株

（回 分培養に お い て 培地 に マ ル トース を添加 しな くて

も充分 α
一ア ミ ラ ーゼ を構成的に 生産す る変異株で ，

マ ル ト
ース 添加培地を供給す る ケ モ ス タ ッ ト培養に お

い て 比 較 的 高 い α
一ア ミ ラ

ーゼ の 生 産性 を 示 す） に 変

換する こ とを確か め て い る．

　培地供給法　　
一

定濃度の 培地 を 用 い る場 合は培地

貯蔵槽か らペ リス タ 式ポ ン プを 用 い て 培養槽 へ 直接供

給 した．菌体濃度 の 増加 に 応 じて ，培地濃度を指数的

に 増加す る場合 は 以下 の よ うな 手順 で 行 っ た ．

1）増殖制限基質 の 質髭供給速度 の 決定 ：培養槽中の

菌体 の 比増殖速度 お よ び 培養液の 基質濃度が一
定 で あ

る と 仮定 して ， 基質 お よび菌体 の物質収支を取る と

（1）式 に な る．

　 　 VF
・＝マ μx ・ePt （1）

F、：基質供給速度 （g！h），
V ：培養槽の 液容積 （り，　Y ：増殖

11

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 10 　 　 　 　 　 　9
Fig．1．　 Schemat三c　diagram　fbr　celレrecycling 　ferrnenter　with 　hollew 　6ber　mcmbrane 　system ．1，fcrmen・

　　
tor ；2，　hollow　fiber　membrane 　Mtration　module ；3，　meClium 　component 　vessels ；4，

　medium 　mixing

　　vessel ｝5，1evel　controlleT ；6，　relay ；7，飢 trate　recycle 　portien；8 ，　micro 　computer （NEC 　PC −8801）；9 ，

　　 oxygen 　cencentrator ；工0，　 air　cempressor ； 11
，
　gas　miXing 　chamber ．
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収率 （g／g＞，X 。：酒過培養初期 の 菌体濃度 （g14，　t ；培養時

間 ．（1）式 よ り，Y ，　p、　X 。，
　t な ど が 決 ま れ ば ，所 定 の

培 養 時 間 に お け る 基 質 の 供給速度 が 求め られ る．増殖

収率 Y は 通常濃度 の 培地 を 用 い て 行 っ た ケ モ ス タ ッ

ト培 養 に お い て 得 られ た最 大 菌体濃度 を供給培地 の 炭

素源 （マ ル トース ）濃度で割 っ た 値 0．3391g を用 い た，

2）培地供給濃度 の 制御 ： （1）式 よ り求め た 基質 の 供給

速度 （F，）を培養槽 へ の 培 地 の 体積供 給 速 度 （F．）で 割 っ

た 値 が 供給培 地 の 基質濃度 （Sl（t））に な る．

Si（t）＝F，fF．． （2）

通常培地 の 13、1倍濃度 の 濃厚培地と水 とを 混 合 す る こ

と に よ り基質濃度 を 調節 した．濃厚培地 の 沈殿 を 防 ぐ

た め に 培地成分 を カ シ ト ン ，MgSO ，
・7H20 ，　 FeSO ，

・

7H20
，
　 KOH お よ び マ ル トース ，　 KH2PO

，，　 CaG12 ・

2H20 ，　 MnC12 の 二 群に 分け て、そ れ ぞれ の 溶液を同

一
流 量 で 培地混合槽 へ 送 りこ み ，さ ら に 滅菌蒸留 水 で

希釈 して 培 地 濃 度 を 調 節 し た 後培養槽 へ 供給 し た ．三

者混合液 の 培地 濃度 の 調節 は ，13．i倍濃厚培地を輸送

す る ポ ン プ と蒸留水を 輸送す るポ ン プ 流 量 を 同
一と し，

lmin に それ ぞれ の ポ ン プ を 作動す る時 間 間 隔 （両 者

あ わ せ て 　1min 　と した ） を マ イ ク ロ コ ソ ピ ュータ ー

（NEC 　PC −8801）を 用 い て プ ロ グ ラ ム 制御す る こ とに よ

り行 っ た ．培地供給 ポ ソ プ の 作動時間を 短 く し，蒸留

水 供 給 ボ ン プ の 作動時間 を 長 くす れ ぽ 供給 培 地 濃 度 が

薄くな り，こ の 逆に す れ ば，供給培地濃度が 濃 くな る．

（1）式 を も と に し て 各培養時 間 に お け る 基質供給速度

を求 め て 濃厚培 地 の 体積供給速度 に 換 算 し，各 ポ ン プ

の 作 動 時 間 を 決め た ．

　酸素供給方法 　　培養槽 へ の 酸素 の 供給 は 通常濃度

の 培地を用 い た 場合 は 直接空気 を 送 り，供給培地が 5

倍濃度 の 場合 は 酸素富化装置 （TEIJIN 製　・ ・イ サ ン

ソ TO 　90）に よ り酸素分圧 を 0．6・atm に 高 め た 空 気 を

送 り，培地濃度を指数的 に 制御 した場合 は エ ア
ー

＝ ソ

プ レ
ッ サ

ー
の 空気 と酸素富 化 装置 の 高酸素濃度空気 を

混合 し，菌体濃度 に 応 じて ，酸素分 圧 を 段 階的 に 高め

た 空気を供給 した ．DO は 2pp 【n に保 っ て酸素欠 乏 に

な ら な い 条件 を維持 した ．

　測定方法 　　培養液の α
一ア ミ ラ

ーゼ 活性，生菌数

濃度 t 乾燥菌体濃度，マ ル ト ース 濃度の 測定方法 は 既

報
12 〕 と同 じで あ る．

実験結果 お よ び考察

1． 培地成分の供給速度を
一

定 に した 泝過培養

　Bacillus　 calde ！yticus　 SP 株 の 連続培養 に 関 す る既 往の

研究
12〕に お い て 回 分培養 か ら連続培養 に 切 り替え る

こ と に よ っ て α
一ア ミ ラ

ーゼ 活性 が 回 分培養 の 数倍 に

向上 す る こ とを 報 告 し，接 種 菌 の SP 株 が 構成性変 異

株の M 株に 転換す る こ とと対応 して い る こ とを 指摘

L た ．源過培養な どの 方法 に よ りM 株 の 細胞濃度を

高密 度 に 保 つ こ と が で きれ ば α
一ア ミ ラ

ーゼ 生 産速度

が さ らに 向上す る もの と期待 され る．しか しな が ら，

前報
’5〕に お い て 報告 した よ うに ，SP 株 の 炉過培養実

験 に お い て 充分時間が 経過 した 後 （90h ）の 菌 体 濃度 は

回 分培養 の 最大値 の 2倍 に 濃縮 で き た が ，培養液 の

α
一ア ミ ラ

ーゼ 活性 は 200Uml − 1
に 留 ま り同 じ条 件

（D
＝0．ユ9h

−1
） の 連 続培養 で 達 成 さ れ た 活性 （400

Um ド う の 半 分 の 値 しか 得 ら れ なか っ た ．こ の 実験 は

回 分培養か ら直接 泝 過 培養 に 移 行 して 培養系中 に SP

株を封 じ込 め て 増殖 させ た に もか か わ らず，大部分 の

細胞は 接種菌 の SP 株 か ら構成 性 a 一ア ミ ラ ーゼ 生 産 変

異 株に 転換 して い た ．し か し こ の 変異株 と親株 の SP

株 の 増殖特性 の 差は 不 明で あ り，開放系 の 連続培養 に

お い て SP 株 との 増殖 競争 に 勝 っ て 優占種 とな っ た

M 株 と 同 じ で は な い 可 能 性 が あ る，こ の よ うな 理 由

か ら ， 今回の 研究 で は 回 分培養 と泝過培養 の 間に
一

定

期 間 連続 培養 を 行 っ た．

　Fig 、2 は ，培 地 の 供 給速 度 を一定 に 維持 し た 条件 で

行 っ た 炉過培養 の 結 果 で あ る，回 分 培養 IOh の 間 に

菌濃度を 約 10倍に 増加 させ た 後で ，D ＝O．21h 冖1 の 条

件 で 連続培養 を 40h 行 っ た ．培養液 の α
一ア ミ ラ

ーゼ

活性 は 回 分培 養末 期 で 60Urn1
−i

で あ っ た が，連続培

養開始後直線的 に 増 え て ，20h 〔約 4 サ イ ク ル ）後 に

520Um ［
一

’
に 達 した ．こ の 連続培養 の 期間 に 菌体濃

度な らび に 生菌濃度 は 減少 し て い る の で 細胞あた りの

α
一ア ミ ラ

ーゼ 生産活性は 高ま っ て い る，こ の 活性の 高

い 細胞 の 濃度を泝過操作 に よ り増 加 させ る こ とに よ り

a一ア ミ ラ
ーゼ 生産速度 が 向上 す る もの と考 え て ，Fig．

2 の 50h の 時点 か ら泝過培養 を 開始 し た ．し か し，

ODs60 で 表 し た 菌体濃度お よび 生菌濃度 の 向上 は 認め

ら れ た が a 一ア ミ ラ
ー

ゼ 活性 は 減少 し続 け 泝過培養開

始 後 120h で 連続培養 の 約 ！15の 100Uml
一匸

に 低 下 し

α 一ア ミ ラ ーゼ 生 産 性 の 向上 は 実現 し なか っ た ．生菌数

は 泝 過 後20h ま で 増 加 し た が そ の 後 は 約 3x10Scel ］

m ］
』1

の 値 を 示 し，基質 の 添加 が 行 わ れ て い る に もか

か わ らず生菌数が 増加 す る傾 向 は 認 め られ な か っ た ．

そ の 理由は ，泝過操作 に よ り細胞濃度が増 加 す るが，

培地栄養分 の 供給速度を
一

定 に 据 え 置 い た た め 栄養源

N 工工
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Fig．2．　Gel匡一recycling 　continuous 　cu ］ture 　of 　B．　caidotlticus 　strain 　SP 　with 　constant 　feed　rate 　of 　nutrients

　　after　batch　and 　continuous 　cu ｝tures ．（Q ），α
一amylase 　activity 　in　culture ；〔（D），

　viable 　ce1］cincentration ；

　　（● ），optica 正density　measured 　at　660　nm ；（ロ ），　amount 　ofmaltose 　fed（The 　Ci　ilution　rate 　of 　continuous

　　cult ・ ・ e 　w ・・ 0・2h ”
　anCl 　・h・ ・ulture 　 with ・

・ell … y・li・ 9　was 　O．21　h’r　J）．

が 欠 乏 し
一

部菌体の 胞子 化 お よび 自 己 消化 を 引き起 こ

し，そ の 結果 α
一ア ミ ラ ーゼ 生産 活 性 の 低 下 を 招 い た

もの と考え られ る ．実際 に ，本研究 に 用 い た Bac．

caidoilticzas 　SP 株は 栄養源 が 不 足 に な る と細胞が胞子化

す る 傾向が あ っ た．た とえ ば ，ケ モ ス タ ッ ト培 養 に お

い て （SP 株は M 株 に 転換 して い る ）胞子化 した 細胞

の 割 合 は 希釈率 0，2h − 1
以上 で ほ ぼ 0％で あ る の に 対

して 0、1h −
【 では 5 ％，　 O．07h −i

で は 10％ と希釈率 が

ある 限界以下 に 低 下 す る と胞子化率 が 増加 した．

　基 質 の 供給 不 足を改善する 目的 で 泝過培養開始後
140h か ら培地 の 濃度 を 5 倍 に 高め ま た 酸素濃度 を

60％ に 高め た 酸素富 化 空気 を 供給 し DO を 2ppm に

保 っ た．そ の 結果，予 期 した 通 り生菌数，OD660 お よ

び 酵 素活性 を 20h 泝過培養 の 間 に そ れ ぞれ 数倍 に 増

加 させ る こ とが で きた ．しか し，そ れ で も，得 られた

培養液 の α 一ア ミ ラ ーゼ 活性 は 泝過 培 養 を 開 始 す る 直

前 の 活 性 （520Uml
− i
）を下 まわ る 290　U 　m1

−
1 に しか

達 さな か っ た．培養液中 の マ ル トース 濃度 は 通常培地

を供給 した 場 合 も濃厚培地を供給 した 場合 もほ と ん ど

検出で きな か っ た の で ，5 倍濃度 の 培地 で も まだ 栄養

源 の 供給 が不十分 で あ っ た と考えられ る．

　2、供給培地濃度を制御 した泝過培養

　基質供給速 度が一
定 の 炉過培養に お い て は 基質供給

の 不 足 が 懸念され た の で 菌体増殖 に 応 じて基質供 給速

度を 変化 させ る方法 を考案した ．こ の 方法 に よ リマ ル

ト ース 濃度 が 不 足あ る い は 過 剰 に な らな い よ うに 酵素

生産 に と っ て 最適 な 環境条件を 維持 しな が ら，菌体濃

度 を 増 や し，高 い α
一ア ミ ラ

ー
ゼ 生産速度を得る こ と

が 期待で きる．

　希 釈率 を 0．17h − 1
に 設 定 し，供給培地濃度 を 上 記

の 目的 に 沿 うよ うに 制御 して 行 っ た 泝過培養 の 結果を

Fig．3 に 示 す．図 の 上 側に マ ル トース の 供給量 を示 し

た ．培養液 の マ ル ト
ー

ス 濃度は 検出限界値 以 下 で あ っ

た ．培養液 の α
一ア ミ ラ ーゼ 活性 は まず 回 分培養 か ら

連続培養 （D
＝0．18h −1

）に 切 り替 え る と増加 し ， 30h

（約5．4サ イ ク ル ）後に 440Uml − 1
に 達 した．こ の 時

点 で 供 給培地 の 濃度 を指 数 的 に 増加 させ る方式 の 泝過

培 養 に 切 り替 え た と こ ろ 培 養 液 の α 一ア ミ ラ ーゼ 活性
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Fig．3．　Cell−recycling 　continuous 　culture 　of β、　caldolyticus 　strain 　SP 　with 　nutrient 　fセed 　rate 　changing 　ex −

　　ponentially　after 　batch　and 　continuous 　cultures ．　 Symbols　are 　the　same 　as 　those　in　Fig，2（The 　dilution

　　 rate 　Qf 　cQntinuous 　cultupe 　was 　O．18h
−1

　and 山 e　culture 　with 　celi 　 rccycling 　was 　O．17h − 1
）．

は ，泝過 開 始後 約 7h の 誘 導 期 の 後で 急激 に 増 加 し は

じ め ，泝過開始後 73h で 958Um 工
一1

に 達した．しか

し，そ の 後活性 が 減少 した 後増加 し ，最終的に 713

U　ml
− 1

に な っ た ．生菌数 は 最 終的 に 4．6 × 10e　cells

m じ
1
とな り，ケ モ ス タ ッ ト連 続 培 養終 期 （34h ）の 数

10G倍 の 値 に 達 した が ，培養液 の α
一ア ミ ラ ーゼ 活性 は

1．6倍に しか増加 しな か っ た ．

　泝過培養 の 希釈率を泝過モ ジ 高
一ル の 流速の 限界 で

ある o．24h
−
1 ま で 上 昇 さ せ て 行 っ た 実験結果を Fig．4

に 示す．図の 上 側 に マ ル ト
ー

ス の 添加量を示す，培養

液 の α
一ア ミ ラ

ーゼ 活 性 は 連 続培 養 （D ＝0．22　h−）で

487 　U 　ml
一

に 達 した．泝 過 を 始 め る と α
一ア ミ ラ

ーゼ 活

性 は 7h の 誘導期の 後で マ ル ト ース の 添加に 応 じ て増

加 し，最終的a− ・897．6Uml − L
（回 分培養 の 約 9 倍 ） に

な っ た．Fig．3 の 実験結果 の よ うな 不 安定 な 状態は 観

察 さ れ な か っ た ，α
一ア ミ ラ

ーゼ の 生産速度 を 調節す る

物質 の 供給が Fig．3 の 実験 に お け る よ り も適 切 に 行 わ

れ た こ とを示唆す る ．生菌数 は 沂過後 44h 　IC　9　x 　109

ceils ・ml
−
1 に 達 し，その 後一定値 に 維持 され た ．生菌

濃度 は 連続培養 の 133倍 に な っ た が，培養液の α
一ア ミ

ラーゼ 活性 は 1．8倍 しか 増加 しなか っ た ．

　 以 上 の 結果 を ま と め て Table　I．に 示 す ．α ・ア ミ ラ ー

ゼ 活性 お よ び 生産速度 は 指数的基質供給 で 行 っ た 泝過

培養がす ぐれ て い る が，α
・ア ミ ラ

ーゼ の 比生産活性 お

よ び 生産収率 は ケ モ ス タ ッ ト培 養 が す ぐれ て い れ る．

前述 し た よ うに α
一ア ミ ラ ーゼ の 生産 を 泝過 培 養法 で

行 っ た 例 が な い の で ， 本研究 の 結果を文献値 と比較す

る こ とがで きな い ，膜炉過以外の 方法 で BacillttS属細

菌 を培養槽 に 封 じ込 め た 状態 で 培養 を 行 い ，α一ア ミ

ラ ーゼ の 生産 の 研究を行 っ た 例 は 下記 の 報告 が 挙げ ら

れ る．菌体 を ポ リア ク リル ア ミ ド9〕ある い は rc一カ ラ ギ

ナ ン
1G｝に 包括 ； イ オ ノ 交換樹 脂 に 吸 着塒 ；ポ リ エ チ レ

ン グ ラ イ コ ール （PEG ）と デ キ ス ト ラ ソ を 添 加 した 水

性 二 相分配系 で 培養．8・13 岡 こ れ ら の 研究 の 着想は ，

菌体 を 含 ま な い 培養液 だ けを 系外に 取 り出す た め 菌体

の 分離 回 収 プ ロ セ ス が 不 要 とな り，培養液中の 酵素を

回 収す る プ 卩 セ ス の 簡略 化が 可能で あ る こ とに も とつ

い て い る．し か し，い ずれの 研究 で も固 定化細胞 に よ

る α
一ア ミ ラ

ーゼ の 生産は 回 分培養 に 比べ て 低 い α
一ア

ミ ラ ーゼ 活性 しか 得 られ て い な い 、その 原因は 菌体 を

固 定す る 担 体 の 内部 に お け る 基質 お よ び 酸素などの 物

質移動過程が律速 とな り，細胞 の α
一ア ミ ラ

ーゼ 生産
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Fig，4．　Gell−recycling 　continuous 　cu ］ture　of 　B、‘aidot γticus　strain 　SP 　with 　nutrient 　feed　rate 　changing 　ex −

　　P。 ・ ・ nti ・lly・ ft・・ b… h ・nd ・・nti ・ u ・ u ・ ・ ul ・・ ・ … Symb ・1・ a・e ・h・ ・am ・ a ・ th・・e　i・ Fig．2（Th ・ di1。 ・i・ n

　　
「ate ° f ・・蜘 u ・u ・ cult ・ ・e　w ・ ・ 0 ・22　h

一
二
and 　th・ ・ ul … ewith 　cell　re ・ydi・g　w ・・ 0．24h − 1

＞．

活性 が 低下 す るた め で あ る と考 え られ る．本 研究 の 場

合は ，物質移動過程 が律速 に な る こ とが 少 な い ホ 卩
一

フ
ァ イ バ ー

膜泝過 モ ジ ュ
ール を 用 い た 瀕過培養 を 行 っ

た た め ，酵素 の 活性 の 最大 値 が 回分培養 の 9倍 に も達

す る こ とが で きた もの と考 え られ る．こ の 結果 よ り，

好気性菌 の 高細胞密度培養 に よ る酵素生産 の 効 率化 に

関 して ホ P − 7
ア イ パ ー膜 を 利用 した 炉過培養法が有

望 で あ る こ とが 確か め られ た．しか し最高 13．1倍濃度

の 濃厚培地 を 用 い なが ら，通常濃度 の 培 地 を 供給 し て

行 っ た ケ モ ス タ
ッ ト培養 で 達成 した α

一ア ミ ラ
ーゼ 活

性 （487　U 　rn1
−1
）の 1．8倍 の 活性 し か 得られ な か っ た こ

とは ，生産収率 の 点 で 好 ま し くない ．泝過培養 に よ る

細胞濃度 の 高濃度化が α
一ア ミ ラ

ーゼ の 生産速度 の 向

上 に 寄与す る た め に は な お 検 討 す べ き要因が 残 さ れ て

い る．た と え ぽ ， Fig．2 か ら Fig．4 の 実験 に お い て 認

め られ る よ うに OD660と生菌数濃度 が か な ら ず し も

対応 して い ない ，こ れ は 回 分培養 ，連続培養，泝 過 培

養の 培 養 方 法 の 違 い お よ び 培地供給方法 に よ り生菌 と

Table　1．　Comparison 　of α
・amylase 　production　in　batch　and 　continuous 　cultures 　and 　continuous 　culture 　with

　 　 membrane 　filtration．

Parameter ／cu 】ture Batch　　ContinuousContinuous
　with 　filtratien

Censtant　feed　Exponential　feed

Dilution　ra ヒe （h
−1

）
α
・Amylase 　activity 　in　culture （U ／m1 ）

α 一A 皿 y；ase 　prodUCtiDn　rate （U ／ml ！h）
Speci且c 　rate 　of α

一amy ］ase 　production （U ／mg −cell！h）
Product　yield（U 〆mg ・maltosc ）

No ，　Qf 　figure

116 ．216

．613

，7116

．2Fig

．4

　 0．22487
．5107

．3268

．11329

，8Fig
．4

　 0．21115

．524

．3

　 9．9200

．7＊

Fig ・2

　 o．24897

．6197

，523

．0243

．6＊

Fig．4
ヰ

　Averagc 　over 　total　time 　of 　an 　experiment ，
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死菌 の 割合が 変動す る た め で あ る こ とか ら，生菌率 を

高水準 に保 ち ながら細胞 の 高密度化を 行 うこ と の で き

る 条件 を検索す る 必要が ある．また α
一ア ミ ラ ーゼ の

誘導あ るい は 抑制 に 関与す る物質 を 特定 し，そ の 濃度

を 最適値 に 制御す る た め の 方法 を 開発す る こ とが 必要

で あ る と考 え られ る ．

要 約

　好 熱 性 細 菌 Bacitlus　caldolyticus 　SP 株 を 用 い て ，培養

槽に 中空糸繊維膜泝過装置を 付設 した 系 で 連続菌体培

養を 行 い ，α
一ア ミ ラーゼ の 生産性 に つ い て 調べ た．培

養槽 へ の 栄 養分 の 供 給 を
一

定 濃 度 の 培 地 組 成 で
一

定 流

量 で 行 っ た 場合，泝過液 の α
一ア ミ ラ

ー
ゼ 活性 は 回 分

培養 の 最終活性 とほ ぼ同 じで あ っ た ．培地 の 濃度 を 5

倍 に 高 め た 場 合，生 菌数が 通常濃度 の 培 地 を 用 い た 場

合 の IO倍 に な っ た が ，　 a 一ア ミ ラ
ーゼ 活性 は 2．9倍 （290

Uml
−
1
）に しか 増加 しな か っ た．菌体濃度 の 増加 に 応

じて 供給培地濃度を指数的 に 増加 した 場合，希釈率が

0．17hv ］
に お い て α

一ア ミ ラ ーゼ 活性 は 回 分培 養 の 7 倍

に 相当す る 713UmrL に 達 し た ．希 釈 率 を 0．24h −1

に 高め る と，α
一ア ミ ラ

ーゼ 活性 は 898　U 　 ml
− 1

に 達 し ，

回 分培養 の 9 倍に 相当す る 値が得 られ た．
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