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Characteristics　aiid　simulation 　of　citric　acid 　production 　from　starch 　byAspergi〜’μ∫ 呶 6r 　in　sur −

　　face　culture ，− Note− 　AKIHlKo　SAKuRAI 跏 d　HIRosHI　IMAl＊

（DepaTtment　Of　Chemicat

　　P ，。  鯨 轍 ・9，・Fa・吻 Of　Engineering、　Hokkaid・ び伽 ∫・tl・・S・PP… 060）H ・ kh。 k。gaku
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　　The 　c 旺 ect 　of 出 e　initia【starch 　conccntration 　on 　citric　acid 　production 　by ／4spergii’us　nige ア

was 　
examined

　in　batch　surface 　culture ．　 From 　thc 　experimental 　results ，　the　klnetics　ofcitric

。。id　p ，。d。 ・ ・i。 ・ w ・ ・ e ・ ami ・・d　by ・im ・ 1・ ・i・ n ．　 Th ・ yidd ・f ・it・i・ a ・id　i・・r・a ・ed 　w 油 in冒

crease 　of 　the 　initial　starch 　concentration （S。）and 　showed 　a　constant 　value ，　ca ．0．46　in出 e

range 　Qf 　So＝180−220　g〃，　 The　cell 　yield　decreased　with 　increase　of 　So　and 　
showed

　
a
　
con −

，tan 圃 u ，，， a ．0，14wh ， 見 S
。
≧ 10。9〃．　 Th ・ cit ・i… id　p・・d・ ・ti・ n 　f・Qm ・。1・ b1・ ・t… hbyA ・

噌 ・・ Yang 　N ・．2w … im ・ 1・t・d　w ・U　wi 止 出 ・ L ・ ・d ・ki・g−Pi… t｝？… t・ equati ・ n　by　taki ” g

the　
residual

　
starch

　concentration 　inte　consideration 　in　the　period　of 　the 　vigorous 　production

of 　oitric 　 acid ．

　ク エ ソ 酸発酵 に 関 して は 多 くの 報告
1−IS）が あ る が，

デ ン プ ン を原料 に し た も の 16）は 少 な い ．こ こ で は 原

料 と し て 溶性デ ン プ ソ を用 い ，廊 ヵ8砂伽 ∫ 塵 8γ に よ る

ク エ ソ 酸発酵 を 行 い ，初期 デ ン プ ン 濃度の クエソ 酸生

産性 に 与え る 影響 に つ い て 検討 した ，ま た ，ク エ ソ 酸

生成に 関す る 速度式を 仮定 し，速度係数，飽和定数を

決定 し，シ ミ ュ レ ーシ ョ ソ 結果 と実験 デ ー
タ との

一
致

性 に つ い て 検討 した ．

　 ク エ ン 酸生成菌 と して AsPergiUus　niger 　Yang 　No 、25・s）

を 用 い た ．500　ml 広 口 瓶 を 用 い 回 分表面培養を行い ，

通気 は 広 口 瓶上 部 の 綿栓 に よ る 自然通気 の み と した．

培 地 液 量 は 200ml と し ，　 NH ，NO32 ．Og ，　 KH2PO4

10．Og ，　 MgSO
，
・7H20250 　mg ，　 MnSO4 ・5H2014mg ，

FeCls・6恥 021mg ，お よび 溶性 デ ソ プ ソ （和光純薬）

20・− 2eOg を 脱 イ オ ン 水 に 溶解 し，全 量 を ll と し た も

＊

連絡先 ，C 。 rresp 。 nding 　auth 。 r．

の を培地 と して 用 い た ，培地 の 初発 pH は 4．15に 調整

し，培養途中 の pH コ ソ ト ロ
ール は 特 に行わなか っ た ．

培養温度は 30 °G と し た ．試 験 管内 の 寒天斜面培地上

で十 分 に 胞子を着成 さ せ ，培養開始時 に 胞 子 濃度が 約

5 × 1091sp 。res 〃］と な る よ うに 培地 に 接種 した．

　グル コ
ース 濃度 は示 差屈折計を検出 器 と し，高速液

体 ク 卩 マ ト グ ラ フ （HPLC ＞に よ り求 め た ．デ ン プ ン

濃度 は ，ア ン ス ロ ソ 法の に よ り求め た 全糖 の 濃度 か

ら，グル コ
ース 濃度 を差引 くこ とに よ り求め た ．ク エ

ソ 酸濃度 （91りは ，全酸度 （9−C ・ CO
，
1D か ら対 照 （初期

培地）の 全酸度を差引き， 量論係数 1．28を乗じ る こ と

に よ り求 め た ．全酸度は 0．1NNaOH に よ る 滴定 に

よ っ て 求め た ．全酸度 とク ＝ソ 酸濃度の 比較は ，一
部

の 培養液 に つ き，紫外分光 光度計 を 検 出器 とする

HPLC を用 い た 有機酸 の 定量分析 に よ り行 っ た ．こ

の 場合，培養液中に シ ュ ウ酸な どの 他の 有機酸は検出

さ れなか っ た．また，ク エ ン 酸は 滴定値の 95％以上 と

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

472 桜井 明彦 ・今井 弘 醸酉孝：匚学　　第69巻

し て 検出 され，定量的に 良い
一

致 が み られ た ．次 に ，

窒素濃度 は 形態別窒素分析装置 （S卜imadzu 　Sumigraph

GCT43N ＞に よ り測定 した ．菌体量は ，脱 イ オ ソ 水を

用 い て 菌 体を遠心 分離 （10，000× g，5　min ，20
° C）で 3

回洗浄し た後 ユ05 °G で 乾燥 し ， 乾燥菌体重量 と して

求め た．

　Fig．1 に ，初期 デ ン ブ ソ 濃度200　g〃 の 場合 の 代表的

な培養経過を示 した ．培養開 始後9 日 目 ま で に デ ソ プ

ン 濃度が急激 に 減少 し，こ の 期間 で 初期濃度 の 約60％

が 消費され た．そ の 後，9 〜21日 目で は ク エ ン 酸生成

が 活発CC行 わ れ，こ の 期間に は デ ソ プ ソ の 減少速 度 が

小 さ くな る こ とが 分 か る ．遊離 の グ ル コ ース 濃度は デ

ン プ ン の 分解が 活発 な 培養初 期 （O 〜9 日 目）に は 増

加 し，その 後は 減少す る傾 向 に あ っ た ．

　菌体 は ，培養 2 日 目ま で に 培地表面 に 白色 の 膜 を 形

成 した ．その 後，4 日 目よ り膜上 面に 黒色の 胞子 を着

成 しク エ ン 酸の 活発 な生成が開始する 9 日 目 ま で 急激

に 増 殖 した．こ れ 以 後，増殖速度 は 低下す る 傾向に あ

っ た ．表面培養法 で は 菌体が 培地中 に 存在 しな い た め ，

培養途中で の 培地 の サ ソ プ リ ン グに よ る菌体量 の 測定

は 困難 である．こ の た め，菌体濃度は 培養終了 時 （2フ

日 目） に は 実測値を 用 い ，途中 （3 〜24日 目） に つ い

て は あらか じめ 作成 した相関図 （Fig、2）に よ り，消費

窒素濃度 か ら菌体濃度 を算出 した ．IS）

　 初 期 デ ン プ ン 濃 度 と ク エ ン 酸 収 率 ，菌 体 収 率 を

Figs．3，4 に 示 し た ．こ こ で 、デ ア プ ソ は グ ル コ
ー

ス

に分解され た 後，菌体 の 増殖 とク エ ソ 酸 の 生成に 用 い
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Fig．1．　Typical　time 　eourse 　of 　c三tric　acid 　production　by

　　．4．niger 　YarigNo ．2in 　surface 　cu ］ture ．　 Initial　starch

　　conccntration 　was 　200 　g〃．　 Solid　lincs　 are 　the

　　simulation 　 results 　 using 　 Eqs、（1）
〜
（4）； and 　 the

　　parameters　 are 　 shown 玉n　Tab ！e　L 　 SymbQls ： □
，

　　citric 　acid ；　（），　 starch ；　△，　glucose ；　◇ ，　ce ！ls

　　（calculated
　 values ）； ◆ ，cclls （measured 　values ）．

Fig．2．　Relationship　between　the 　consumed 踊 trogen

　 　 and 　 the 　 cell　 concentration ，

られ る と考 え，収率 は グル コ ース 当 量 に 換算 した 消費

デ ン プ ン に 対 す る生 成 物 の 重量 比 と定義 した ．す なわ

ち，グ ル コ ース 当量 は 消費デ ン プ ソ 量 に 量論係数 1．11

を乗 じて 求め た ．Fig．3 に 示す よ うに ，ク エ ン 酸収率

は 初期 デ ン プ ソ 濃度 に 対 し ，100g 〃 ま で ，ゆ る や か

に 増加 し ，
こ れ 以 上 の 値で は 初期デ ソ プ ソ 濃度の 増加

に ほ ぼ比例 して 大き くな り，初期濃度 180g〃 以上 で

は ，ほ ぼ
一

定値 （約 O．46）とな る こ とが分 か る．Fig，4

に 示 す よ う に ，菌 体収 率 は 初期 デ ソ ブ ソ 濃度 が

100g 〃 まで は 初期濃度 の 増加 に 伴 っ て 減 少 し，こ れ

以 上 の 値 に な る とほ ぼ一
定値 （約 0．11）とな る こ とが

分 か る ．Figs、3，4 か ら，初 期濃度 が 100　g〃 ま で は ，

菌体増殖に 基質が よ り多 く消費され る た め ，
ク エ ン 酸

生成 に 利用され る基質が 比較的少な くな る と考え られ

る ．
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Yield　 of 　 the　 citric 　 acid 　 based　 on 　 consumed

starch （9】ucose 　equivalent ）again ＄t　initial　starch 　con −
centration 　 S。 ［g／q，　 at 山 e　 time （tm ［dD，　 at　 which

poin亡 the 　citric 　acid 　c。ncentration 　was 　maximum ．

（So，　
tm ）：（20，8），（40，8）｝ （60，15＞，（80 ，15），（100 ，16），

（120，16），（140，21），（160，21），（180，18），（200，21），
（220 ，

21）， （240，21）、

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

1991 年　　第 6 号
』

デ ソ ブ ソ か ら の ク エ ン 酸 生 成 473

O．4

一〇．3
亠

わ

as　O．2’
ヌ

ゴ

80・1

oooO

　　　　　　　　　　o 　o
　 O 　o 　O 　　　

O
　　　　O

　 　 　 　 　 o

　 　 　 o
　 　 　 　 O　　　　50　　　 100　　　150　　 200　　 250

　　　　　　　 1ni↑ioし　s †orch 　匚9／し］
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　　equivalent ）at 　the 　cnd 　of 　the 　cultivation （te［dD ・

　　（So，　t¢ ）： （20，22），（40 ，22），（60 ，22），（80 ，22），（100，

　　26），（120 ，26），（140，26），（160，26），（180，27），（200，
　　 27），（220，27），（240，27），
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Fig，5．　Relationship　betwcen　the 　initial　starch 　concen
−

　 　 tration　and 　residual 　 starch 　concentration 　at 　 the 　 end

　　 of 　the　cultivatlon （t。）．　 Y ＝0，129 × X

　　The 　values 　of 　t．　are 　shown 　in　the 　caption 　to　Fig．4．

　本 実験 に 用 い た 溶 性 デ ソ プ ン で は ，培養 終 了時

（Fig．1 で は 27日 目） に お い て は ，基質 の
一部が残存

し ， 分解速度は低か っ た ．こ こ で 初期基質濃度 と残 存

基質濃度 の 関係 を Fig，5 に 示 し た ．　 Fig，5 か ら平 均 の

残 存 基質濃 度 は 初期基 質濃度 の 約 12．9％ で あ り，

A ．niger 　Yang 　No ．2 の 培養 で は 溶 性 デ ソ プ ソ は 完全 に

は 消費 され な か っ た．

　 ク エ ン 酸 の 収率 が ， ほ ぼ
一

定値 を 示 す初期デ ン プ ン

濃度 180，200，220g 〃 の 培養 に つ い て ，以下 の 式を用

い て シ ミ ュ
レ ーシ

ョ
ソ を 行 っ た ．こ こ で は デ ソ プ ン が

分解さ れ て ，グ ル コ
ー

ス が 生成 され る と し，ク エ ン 酸

生成 お よ び 菌体増殖 は グル コ
ース を基質と して行わ れ

る と仮定 し た．

咢≒k1
。 。
9． 。

・

手一・亭 ・・器 GX

譱
一1・4

。、驀萼
。
黷 ，gX

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 dC　 　 　 　 dS　 　 　 　 　 　 　 　 dXdG

ヨτ
＝  

ヨτ
Y

・・
一
π

Y
・・

一『
τ

YGC

α YGC 十 βYG ．
＝1

（1）

（2）

（3）

 

（5）

S ；溶性 デ ン プ ン 濃度　［g1司；SD：S の 初期濃度 ［gノ列；C ： ク

エ ソ 酸濃度 ［g／q；X ：菌体濃度 lg〆4…G ： グ ル コ ース 濃度

［g／q；t：培養時間 ［dll　ki，kz，　k ：速度定数 ［1／d］；k2： 比例

定 数 卜 1；　Ks ： デ ソ ブ ソ の 分 解 に 関 す る 飽和 定数　［g−

glucose！4； Kx ： 菌 体 増 殖 に 関 す る 飽 和 定 数 ［g−

glucese1司；　Kc ： 増殖 を 伴わ な い クエン 酸生成 に 関す る

飽和定数 ［g−glucose！q；YGxl 増殖 の た め に 消費 さ れ た

グル コ ース に 対す る菌体 の 収率係数 の 逆数 ［
一
〕；YGS ：

デ ソ プ ン が 加水分解 し ， グル コ ース に な る場合 の デ ソ

プ ソ に 対す る グ ル ＝
一ス の 量 論係数，1．11；Y  

： ク エ

ソ 酸 に 対す る グ ル コ ース の 量論係数，0．938；α ，β： そ

れぞれ ，
シ ミ ＝ レ ーシ

ョ
ン 期間で の ，全消費 グル コ ー

ス 当量 に 対す る ク エ ソ 酸収率 卜 ］，菌体収率 ［
一

】

　菌体増殖 に 関 し て は （1）式 の MQnod 型，ク エ ソ 酸

生成 に 関 し て は （2）式 の Luedcking・Piret型 19）を 用 い

た ．また ，デ ン プ ソ の 分解 に 関 して は 上述の よ うに ，

平 均 と し て 初期 デ ン プ ン 濃度の 12，9％が残存す る こ と

を 考慮 し て （3）式 の よ うな 修整 を 施 した Menod 型 を

用 い た ．（2）式 の 右辺 第 1 項 は，菌体 の 増殖 に 伴 うク

＝ ソ 酸生成 を 表 わ し，第 2 項 は 増殖を伴わ な い ク エ ン

酸 生 成 を 表わ す ．  式 は グ ル コ
ー

ス 濃度 の 変化 を 表

わ し，デ ン プ ン の 分解 に よ り生成す る量 ，菌体増殖 の

ため の 消費量 ，
ク エ γ 酸生成 の た め の 消費量 の 和 で 表

わ し た．（5）式 は 増殖 の た め に 消費 され た グ ル コ ース

に 対す る菌体収率の 逆数 YGX を 求 め る 式 で あ る．　 YGC

は ，
グ ル コ ース 1m 。 1か ら ク z ン 酸 1mo1 が 生 成 す る

と仮定 した 場合 の クエン 酸 に 対す る グ ル コ ース の量論

係数 で あ る．

　パ ラ メ
ー

タ
ー

（kl〜k弓，　Ks ，　KG ，　Kx ）を 試行錯 誤的 に

変化 させ ，（1）〜（4）式 を Runge −Ku ！ta
−Gil1法 を 用 い て

解 き，C ，S，G ，X の 実験値 と計算値の 偏差 の 総和が 最

小 とな る よ うな 最適 な値 を 求 め た ．パ ラ メ
ー

タ
ー

の 決

定 の た め に 考慮 した 期 間 は ，ク エ ソ 酸生成 が 活発 に 行

わ れ る 期間 （9 日 目か ら クエン 酸濃度が最大値を と る

日 ま で （Fig．1 で は 培養 9 〜21 日 目）） と し，9 日 目

の 濃度 を微分方程式 の 初期値 （Tablc　1 参照）と した ．

こ の よ うに して 得 られ た 速度係数，飽和定数 を Table

N 工工
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Table　 1，　Summary 　 of 　kinetic　parameters，　 initial
　 　 cenditiDns 　and 　vieldcoefHcients 　used 　fersimula−

　 　 tion，

要 約

Initial　starch 　concentration （gtり

180 　　 　　 200
　 　 　 　 Unit
220

Kine【ic　parameters

k璽
x10k

？

k3× IO4kXIOKGI

くxKs

］．702

．4020

．08

．0018

，G33

，023

．0

1．055

．708

．0010

．016

．047

．051

．0

1．153

，9010

．08

．0014

．049

．037

，0

d− 1

d
　ld

一
且

9〃

9〃

9”

Yield　 cocficients 　 and 　initia】conditions

YGX

α
x10Px102G

、

XlSlq

4，623

．6914

，263

，111

，フ

83，025
，8

9．134

．176

．6758

，7

コ5．780

．028
．6

5．814

．3310

．263

．912

．795

．924
．1

9”

9〃

9”

9〃

　 Gi，
　Xi，　Si，　and 　Ci　are 　initial　conditions 　fbr　simulation ．

YGx 　was 　obtained 　from　Eq ．5by 　use 　ofyield 　coe 伍 cicnts α

and β．　 The　seven 　kinetic　parameters 　were 　determined

by　a 　sirnple 　trial　and 　error 　methDd ，　solving 　the 　differen−

tial　 equations 　by 由 e　Runge ・Kutta−Gill　method 負〕r　the

perioCl　frorn　9　d　to　the 　time （tm ），　at　which 　point　the 　citric

acid 　 concentration 　was 　 maxlmum （See　 also 　 caption 　to

Fig，3fbrtm），　 The 　simulation 　results 　for　200　g／l　of 　injtial
starch 　concentration 　are 　shown 　in　Fig、1as　solid 　lines．

1 に ，初期値，収率係 数と と も に 示 した．次 に ，得ら

れ た パ ラ メ
ー

タ
ー

を用 い て 全期間 で の シ ミュレ
ー

シ ョ

ン を 行 い ，計算 結 果 を Fig，1 に 実線 で 示 した，す な わ

ち，9 〜27日 目ま で の シ ミュレ ーシ ョ ン は ，9 日 目の

それぞれの 濃度を初期値 と し て 計算を行 い ，o か ら 9

日 目に 関 し て は ， 9 日 目の それぞれ の 濃度を初期値 と

し時 間 を逆 に さか の ぼ っ て 計 算 を行 っ た ．培養 2 日 目

以前は ク ＝ン 酸濃度が負の 値と な る た め ，計算は培養

9 日 目か ら 2 日 目 ま で と した ．Fig．1 か ら分 か る よ う

に ，仮定 し た 式 に ク エ ソ 酸 の 消費 の 項 が ない た め ，21

か ら27 日 目 で は ク エ ソ 酸 に 関 して は
一

致 は み ら れ な

い ．ま た，9 日 目以前 で は，ク エ ソ 酸以外 は 計算値 と

実験値 の 差が 大 きい ．以上 よ り（1）
〜

（4）式は ク エ ソ 酸

生 成 の 活 発 な 期 間 （Fig，1 で は 9 〜21 日 目） で は ，デ

ン プ ン か らの ク エ ン 酸発酵 を 良好 に 表現で ぎ，発酵管

理 IC右効 な手 段 とな る と考 え られ る．

　表 面培養法 を 用 い て ，廊 ρf蟹 漁 ∫ 噌 θrYangNo ．2 に

よ るデ ソ プ ソ か ら の ク エ ン 酸発酵 を 行い ，初期 デ ン プ

ン 濃度 の ク エ y 酸収率に 与 え る影 響 と，発酵過程 の シ

ミ ュレ
ー

シ ョ ソ モ デ ル を 検討 した ．

　消費 され た デ ソ プ ソ 量 に 対す る ク エ ン 酸収率 は，初

期 基質 濃 度 の 増 加 に ともな い 増加 し，初期 濃 度

180〜220g 〃 の 範囲で は ほ ぼ
一

定値 （約0．46）とな る．

ま た ，菌体収率 は 初期濃度 の 増加 tu と もな い 減少 し，

初期濃度 100g 〃 以上 で は ほ ぼ
一

定値 （約O．14）とな る．
一

方 ， デ ン プ ン か らの ク エ ソ 酸発酵 を，残存 デ ン プ ン

濃度 を考慮 し た Monod 型 の 速度式 と Luedeking−Piret

型 の 速度 式 と の 組合 せ を 用 い て シ ミ ＝レ ーシ
ョ

ソ を 行

っ た 結果，ク エ ン 酸 の 生成 が 活発な時期 に は 計算値 は

実験値 と良 好 に
一

致 した ．

終わ りに ，実 験 に 協 力 い た だ い た 学 部生，古 沢恵 君 （現，  リ

コー
）に 深謝致 し ます，
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