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側 へ ，ま たpHll ，0 で は 陽極側 へ 移動す る，リ ン 酸緩衝液 （pH6 ・5＞で 4 時間 15分電 気 泳動 を行 な うと Fig・5 に 示

す よ うに 陰極側に 酵素活性 を認 め その 比活性が 約 3 倍に 上 昇す る こ と が わ か つ tt（Fig・5L

　（5） 基 質特異性　0．05M 酢酸緩衝液 （pH5 ．0） lm 星に セ ル ラ
ーゼ 1000単位 を含む 酵素液 に 天然型 セ ル ロ

ース お

よ び非天然型 セ ル ロ ース を加 え て 反応 した，こ の 結果前者 に はほとん ど作用 しな い が ， カ ル ボ キ シ メ チール セ ル

ロ ース ナ ト リウ ム や セ ロ フ ア ン に は作用す る こ とがわか つ た．ま た セ ロ ビ オース に も作用 しな い こ とか ら本 セ ル

ラーゼ が Reese12）
の 分類に．よ るCx 型 セ ル ラ ーゼ と考 え られ る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総　　　　　括

　リ ゾープ ス 属R −302株が リパ ーゼ を生産す る とき同時 に 多量 の セ ル ラーゼ を生産す る こ とを発見 し，こ の 株 の

好気的培養濾液か ら硫酸 ア ム モ ＝ ウ ム 沈 澱 法 つ い で duolite　A −7に よ る脱 色，さ らに amberlite 　XE 喝4 吸着法

で 本 セ ル ラーゼ を精
．
製 した ，

　本酵素は 各種pH ，温度 に 対 して きわ め て安定で，　 pHIO ・6で も 1 日間その 活性 を 保 持 し，ま た 3 時間60℃ に 加

温 して も活性の 低 Fが 認め られ な い ．本 品の 至 適 pH は 4 〜 5 で あ り， 至 適度は 60℃ で あ る．天然型 セ ル ロ
ー

ス

や セ 卩 ビ オース に 作用 しな い か らCx 型 セ ル ラーゼ と考 え られ る，
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（4）　 糸状菌 の 深部培養法に よ る セ ル v −一ス の 生産

金 野 　範之 ・上 田　芳子 ・照 井 　堯 造 伏 阪 大 学工 学 部 醸 酵 工 学 教 室 ）

Production　of 　Cellulase　in　Submerged　Cul　tures　of 　Molds

Noriyuki　Konno ，　Yoshiko　Ucda　and 　Gy6z6　Terui

（Dept ．　Ferment．　TechnoL ，　Facult ．　Engin ．，　Osaka 　Univ ．）

　　Studies　were 　conducted 　on 　the　submerged 　cultures 　 of　 fungi　 f［）r　 thc　production　 of

cellulase ・From 　among 　many 　isolates
，
　three （Penicitlium∫汐．， 乃 痂 oゴβrηη ∫ρ．　and ．4spergilZus

ηゴgの were 　fbund　to　be　highly　active 　in　 producing 　 cclluiase 　in　5％ wheat −bran　mcdium ．

　　Opt．　pH −values 　of 　5．0，
5．O　and 　3．7　were 　obtained 　with 　ccllulase 　 systems 　 produccd ，

rcspectively
，　by　Pen．　sp ．

，
7｝∫魏 ，　sp ．　and べ4．　niger （Fig．1

，
2）．

　　Culture　conditions 　and 　the　compositions 　of 　media 　adequate 　 for　 ccllulasc ｛brmaticn
were 　 lnvestigated 　with 　thesc　strains ．
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　　 Inducer　or　the　source 　of 　 inducer　 was 　 necessary 　 f（）r　 the　enzyme 　 fbrmation．　 Pulp

powder，
　rayon

，
　 cotton 　linter　etc ．　were 　effective 　when 　addcd 　to　5％ whcat −bran　 medium

（Table　2）．　 Such　inducer　sources 　 wcre 　 advantagcously 　uscd 　in　conjunction 　with 　any

other 　carbon 　 source 　readily 　available 　fbr　growth 　in　the　 early 　phase　of 　culture ．　 In　this

case 　the 　preferential　utilization 　of 　the　latter　substance 　was 　f（）1三〇wcd 　 by　the　preferential
synthesis 　of 　cellulase 　utiliz 正ng 　the　inducer　source ．

　　 Lactose　and 　cellobiose 　seemed 　to　have　the　act 呈on
，
　though 　weak ，　 as　inducers　f（）r　cel −

lulase
，　and 　starch 　was 　relatively 　eH ℃ctive 　in　the　case 　of 　Pen．　sp ．

　　 An 　example 　 of 　the 　time ・course 　 of 　a 　 culture 　 of 　l’

en ．功jn 　20　L　jar　 fermentor　is　 de−
p量cted 　in　Fig．5，　where 　the　composition 　of 　medium 　used 三s　listed．

　　Ce11ulase　f｛）rmation 　was 　initiated　when 　reducing 　sugar 　was 　mostly 　consumed ・

　　 Induced　mycelia 　harvested　from　a　culturse 　fbr　cellulase 　production　could 　 be　reuscd

for　the　subsequent 　cultures 　yielding　good 　 rcsults 　within 　a　shorter 　time 　of 　culture ．　 Suc−

cess ｛UI　reuse 　could 　be　 attained 　 when 　the 　 culture 　period　 was 　 rcasonably 　 determined　 so

that　the　active 　phase　of 　ccllulase 　production　could 　be　continued 　from 　culture 　to　culture ，

　　 Reuse　could 　bc　repeated 　three 　to　fc）ur 　times 　without 　apprcciabie 　Ioss　of 　productivity．

　　 Zone　electrophoretic 　pattern　 observed 　 with 　 cellulase 　preparation　from　a 　Pen．　culture

ind孟cated ：thc　existencc 　of 　two 　cnzymes 　exhibiting 　GMC −decomposing 　activ 三ty．　 Ultraviolet
induced　mutants 　having　higher　activities 　Qf　ccllulasc 　production　wcre 　obtained 　from　thc
abovc 　strains ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 緒　　　　　言

　近年，繊維素分解酵素，セ ル レ ース は．応用面の 開発 と と もに そ．の 工．業的生産 へ の 関心が高まつ て い る．

　従来セ ル レ ース 生産菌
1）は多数知 られ て お り， わ が 国 で は Trieh ・dermaZ）の 固体培養に よ る 製造が 試験的に 行 な

われて い るが ， と くに 糸状菌に お い て 深 部培養法に よ る生 産 の 研究は 重要で あ る．

　 セ ル レ
ー

ス は 適応酵素 として 認 め られ，Reese　
3

・
4）
は inCluccrの 検索 と共 に そ の 適応的生成 に つ い て 増殖 と関

連 して 検討 を加 え て い る．

　我 々 は深部培養 に 適す る菌種の検索と共に 生産条件につ い て検討 した二
， の 三 結・果を報告す る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 研 究材料お よ び 方 法

　菌種の 検索
一

分離用培地 は パ ル プ粉末 （iOOmesh ） 1％ ，
　CMG 　O．5％ を含む 無糖 Czapek −Dox 培地 ， 寒天 3

％を用 い た．市中塵埃を採取 し稀釈決に より30℃ で 平板培養を行 な い ， 発育す る菌を分離 し， 選ばれた菌株 は 上

の 培地 を用い て常法 に よ り純化 した．

　酵素力 価の 測定
一 セ ル レ ース の 活性は 基 質 を異 に し た 種々 の 方法

5） が 多数研究 され て い る が ， こ の 報告で は

CMC 分解力 と濾紙分解力の 2 面か ら測定 し た．

　CMC 糖化力 （CMC ・SP）は0．5％ CMC 溶液 （pH5 ．0＞に 適宜稀釈 した 酵素液を加え，50℃，1時間 の 反応 で

生成す る 還元糖 を測定 して mg （グ ル コ ース と して ）1m1酵素液で 表わ した．　 CMC 液化力 （CMC −LP ） に つ い て

は 各種の pH の 1・4％ CMG （日本 CMG 　K ．K ．製）溶液に 50℃ で 酵素を作用せ しめ て相対粘度 の 低下を Ostwald

粘度計 で 求め た．

　濾紙分解力に つ て い て は 25m1試験管 ｝こ酵素液 5ml ，濾．紙片 （O．5 × 3　cm2 ），お よ び トル エ ン 3ml を入 れ 30℃

で 往復振盪 （試験管の 傾斜20°
， 振巾 5cm

， 振動数90回1min．） し， 経時的 に 濾紙片 の 崩壊時間 ， 重量損失量 お よ

び生成す る還元糖 を 測定 した．こ の 場合 ， 力価 は2斗また は 48時間後 に 生成す る還元糖量 （FDz4 ；FD4e） お よび 重

量損失量で 表 わ した．

　澱粉糖化力 （Starch・SP＞は 既法
゜ ）

に 準 じ ，
40℃ pH 　5 ，0

，
1時間の 還元糖（グ ル コ

ース と して ）mg 数！ml 酵素液

で 表 わ した．

　深 部培 養 法 　　rotary 　 shaker お よび 20L 容 量 の jar　fermenter （実容 12L ） を用 い て 30℃ で 行 なつ た，

　菌体再利用の 予備実験に わ い て は rotary 　shaker で 所定時間前培養を行なつ た後 ， ナ イ ロ ン 濾布 を密着せ しめ
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た ガ ラ ス 管 を培養物 に 挿入 し， 吸引 して 濾液 を除去 し ， 残渣 を 再培養す る方法 を用 い た．

　紫外線照射
一

常法
り

に 準 じ ， 胞子 を上述の 分離用培地に 懸垂 し紫外線照射 を施 した．生残率 は 5 ％以下 と し，

分離 用培地 に お け る 発育速 度iLよ り， 生 残菌株の 中か ら， 約 1／1000だ け選 び出し た，

実　験　結 　果

　（1） 生産菌種の 検索

　市中塵埃 よ りの 分離株 を 5 ％ 靆墻地 で30℃ rotary 　shaker で 5 日間培養後，それぞれ CMC 分解力，濾紙分

解力，澱粉糖化力 に つ い て 検 討 した．第 1 表 は 分離株中酵素 力価 の 比較的高 い もの に つ い て 列記 した もの で あ る．

　分離菌株 の 内 Penieitlium　sP ．お よび TriChederma　sP・で は CMC 分解力，濾 紙分解力がか な り高 い もの が 見出

され る．高力価 の 菌の分布は T「ichodermaが広い こ とが 認 め られ るが，澱粉糖化力は Penicittium　sP．が最高 で あ

る．Asfxergittus　niger は CMC 分解 力，濾紙分解力共に 前 2者 よ り劣つ て い るが 生産酵素が 対酸的 に 進行す る特

微が あ る．以後 ，
Peniciaium　sP・

，　Trichederma　sp一お よび ASP ・niger に つ い て ， それぞれ高力価 を示す菌株 に 限定

して 実験を行なつ た．

　（2） 生産す る セ ル レ ース 系の 性質

　3 菌種の 生産す る 酵素の CMC 分解力 iCつ い て 最適 pH を 求 め た の が Fig．1で あ る，　 Peniciltium　sp ．お よび

Table　L　Comparison　of 　enzyme 　activity 　among 　 isolates．

Organ …sm

Asp．　 niger

PeniciUium

Chaetomium

Trichoderma

Laeti］borus

Poria

　 CMC −SP

max ．　 mm ．

81　 　 47

280　　 33

15．5　 　 1．3

286　　 37

　 　 40．8

　 　 11．7

　 　 FD ，s

max ．　 mm ．

7．0510

．33

．71L33

．01

．42

1．91

．90

，72
．2

Starch．SP
300

max ．　 mln ．

101　　 27

300　 　 18

8624

山
の・
Q
署
O

CMC −SP ： CMG ・saccharifying 　 actlvity 　 expressed 　in　 mg

　　　　　red ．　sugar （as 　glucose）！ml 　enzyme 　solut 至on ！hr

　　　　　at　 50℃ and 　pH5 ．0 ；substrate 　conc 弓 0．5％．
FD 弼 ： 丘iter　paper−decomposing 　act 三vity 　exprcsscd 　in　mg

　　　red ．　sugar （as　glucose ）！5ml　cnzyme 　solution 　in　48
　　　hr　 at　 30℃ ；substrate ： Toyoroshi 　 No2

，
0．5 × 3c皿

　 　 　 1n 　 slze ．
Starch−SP ： starch 　saccharifying 　activity 　 expressed 　in　 mg

　　　　　 red ・sugar （as　91ucose＞！ml 　enzyme 　solution ！hr
　　　　　 at 　40℃ and 　 pH5 ．O　 with 三％ soluble 　 starch

　 　 　 　 　 as 　 substrate ．

200

100

02
　　 3　 4　　5　 6　 7　 8

pH

Fig．且．　 Effect　of 　pH 　 upon 　CMG

　　　decompositon 　 with

　　　cc11ulases 　of 　 various 　 fungi，

Trichoderma　sp・で は pH5 ・O附 近 に あ る が，　 Asp．　niger で は pH3 ．7が 最適 で あ る．さ らに 4P．　niger の 酵素は pH 　3

に お い て も前 2者に 比 べ 活性 の 低下率 は著 し く小さい ．Penicillium　sP・の 培養濾液の CMC に 対す る糖化力，液

化力，お よび濾紙 に対す る糖化力 ， 重量減少度 に つ い て 最適pH を検討 した の が Fig．2で あ る．各活性と も5．0附
近 に最 適 pH を有 し，　 CMC と濾紙繊維 との 差は 認 め られ な か つ た．当該酵素試料の ゾーン 電 気泳動を 行 な うと

Fig・3 の 如 く澱粉糖化力は 一8・7cm に 1 ケ の peak を示すが，　 CMC 糖化力を測定す る と一IOcm 区分 と
一28c 皿

区分 とに peak を示 した，10cm 区分 に わ い て は 濾紙 の崩壊現象が 認 め られ た が ，

− 28cm 区分 で は実験範囲 で は

認 め られ な か つ た．後者 の 場合酵素量が少 な い た め 濾 紙 活 性 を 認 め難 か つ た との 懸 念 が あ る．

　PeniCitli”m 　SP・の 酵 素標品 を用 い て 濾紙分解 過 程 を追求す れ ば，　 Fig ・　4 の よ うに ， 最初 1時間以内に 急速な濾

紙の 重 量 損失 お よび 糖の 生成が起 り， そ の 閙に 濾紙崩壊現象が 認 め られ ， そ の 後 ， 引続 き分解が進行す る．した

が つ て 崩壊現象に お い て は 濾紙繊維中，酵素 に よ り比較的作用され易い 区分の 分解が支配的な 役割を演じて い る

と思われ る．
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Fig．2．　 Effect　 of 　pH 　 upon 　 activities 　 of

　　　　 cellulase 　preparation　 measured

　　　　 by　 various 　 methods

　　　　 （Penicittiumゆ．）
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Fl9 ．3．　 Zone 　 clectrophoretic 　pattern　of 　enzyme

　　　　prcparat篁on 　from　　Penicillium　　culture ・

conditi・ ns ・ f　electrophoresis ： pH5 ．〇− 3mA ！cm
’

，

＜ 5℃ ，17hr，　 with 　 starch 　 as 　 suppOrter ，

Table 　 2，　 Ef1℃ct 　 Df 　 added 　 cellulose 　 in　 various

forms　 upon 　the　production　of 　cellulase ．

These 　 substances 　 were 　 added 　 to　5％

wheat −bran　 medium ，

Substance

　 O　　　　IOO　　200　　　300　　400　　　500　　1440

　 　 　 　 　 　 Time 　 ln 　 mln ，

Fig．4．　 Time ・course 　of 　fikcr　papcr　deco璽

　　　 mPosition 　by　enzyrnc 　preparation

　　　 from 　a 　CUlture 　 of 　Penthittium　 sp．

No 　addition

Sawdust

Filter　paper

Pulp　powder
　 　 　 　 　 （100．nesh ）

Cupurus 　 amm ・ nium

「ayonGotton

　linter

　 　 　 GMC −SP

T
噺

翩

陣 體
徊

150162230

290

205

185

132140206

285

203

200

　（3）　深部培養i条件

　高力価の 生産培地 と して は麩 を主 原 料 と した もの が 好 適 で あつ た の で ，麩 5 ％ を用 い た もの を基 本 培地 と し，

これ に 各種 セ ル ロ
ース 含 有天 然物 を添加 し た 結果 を Table　2 に 示 す ．パ ル プ粉末 （100mesh ） が 最 も効果が あり，

つ い で 濾紙 レ イ ヨ ン が 効果を示 し た．魏 自体 に セ ル ロ
ース は含まれ て い るの で無添加で も酵素生産はあ るが，

パ ル プ粉末な どの 添加 は inducer の 生 成に ，よ り好 適 で あ つ た と も考 九 られ る，
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　　 Table 　3．　Effect　 of 　various 　 carbon 　 sources 　upon

　　　　　　　 the　 production　 of 　ceHu 星ase ・

〔】arbon 　source 　was 　added 　to　sugar −free　Gzapek−Dox 　medium ．

　　　　　　　 Culture ： 童4days　 at 　30℃．

Garbon　 source 〔皇％ ）

Gcllulosc

LactoseMaltoseGIUCDseStarchXyloseRibOscCellobiose

　 Trichoderma　 sp．　　　 PeniciltlVni　 sp．

GMC −SP 　 Starch−SP 　 CMG −SP 　Starch−SP

3109669606918

　 085

57577556102454851270180

1？．0230

270145

155240

　各種炭素源 1 ％添 加 の 影響 を調 べ た

（第 3 表）と こ ろ セ ル ロ
ース が最 も有効

で あ り，乳糖 ，
セ ロ ビ オース が こ れ IC

次 ぐもの で あつ た．これ らは 主 と して ，

inducer と して の 効果を 示す もの と見

做 され る．その 他の 炭素源の 添加 は菌

体増殖 IC偏よ る傾向を示 し，酵素の 生

産 に は 効果 を示 さ な か つ た．

　 各種有機窒素源お よ び栄養源 の 影響

（Table 　4 ）は Penicillium　sP．に お い て

は 　yeast　 ext ，　 corn 　steep 　liquor，　pe−

ptoneな どは効果 を示 し た が ，
　 ASb．

niger で は 影響 せ ず，
ア riσゐ卿 r   篳 で

は む しろ pH 低下に 基 く生 産 の 阻止 が

認 め られ る，

Table　4，　 Effecし of 　organic 　 nitregen 　 sources 　 upon 　 the 　production　 of 　cellulase ．

　　　 N 三trogenous 　substances 　 were 　added 　to　5％ wheat −bran　 medium ．

NitrogcnOUS
　 substance

NonPep

ω neCSLGDSNa

−glutamate
Skim −milk 　powder

Yeast　 ex ，

TriShoderma　sp・

pH6

．68

．07

．82

．48

．87

．88

．0

　　　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　
・M σ spl　

SL
蜑

h
I28628557573012942

6876D408459

　

6

Penicillium　 sp．

　　　　
−
Sta甃h

　 　 　 　 　 　 ．SP

A ・ntger

・Hl ・M ・・SP pH

6．06
、24

．24

．85

．45

．84

．6

200310300324350290400300218481362903902104．04
，04

．04

．0

4，04

．2

　 　 　 　 iStarch

CMC ．SP
　 　 　 　 　 −SP

10208B87

009U

只）

110152149140

176144

Table 　5．　 Effect　of　pH 　 of 　 medium 　 upon 　 the

　　　　 preduction　of 　cellulase ・

　　 In　 5％ whcat −bran　 medium 　for　 5days　 at 　30℃．

lnitialpH
Trichederma　 sp．

fi・ ・l　pH 　l・ MC −・p　l・… ch −SP

2．63

．04

，25
．06

．07

．0

2．66

．67

．06

，86
．87

．o

721401051202201805320Dl47153160160

　　　　 Penicillium　 sp．

final　pH 　I　CMC ・SP　 S… ch −SP

6 ．66

．46

．46

，26

．46

，2

二40240238238228180380284230284310220

　酵素生産に お い て は 培 地

pH が か な りの 影響 を及 ぼ し ，

初期 pH が 3 以下 お よび 6 以

上 で は 酵素 生 産 の 低下を 来 た

した （Table 　5 ）．培 地 pH 経

過 と して は初期を 5・0〜6・0に

して 終末 は 7以 下に す る の が

好適 で あつ た．

　以上 の 培地組成を検討 した

結果 に 基 い て 20L 　jar　 fer−

menter （実容 12劫 を 用 い て

Penicittinm　 sP．の 培 養を試 み

た （Fig．5）．培地組成 は 麩 5 ％，パ ル プ粉末 1％，　 NaNO30 ・3％，（NH 唖）2SO403 ％，　NaiHPO ｛
・12aq．2．2％，ク

ェ ン 酸 o，8％ ，
Mgso ，

・7aq．　o．05％ ，
　 pH 　5．o，30℃ で 培養 した．燐酸塩 と ク エ ン 酸塩の 添加量 は 培養申途 で pH 調

節を実施す る場合 に は著 し く低下 し得 る．

　還 元糖は 培養20時間 で ほ ぼ 最低値まで 減少 し ， pH は 初期 に 5 よ り3・7まで 低下す る．還元糖低下後，　 pH は 再
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pH 　 RS6

　　r3

4　　＿　 　 2

21

0　　 0
10　　20　30　　40　50　　60

　 Timc 　 in　 hours

Time ・ceurse 　 of 　 submerged

culture ・f　Penthiltinm功．

medium ： cf ．　 Table 　 6．

び上昇 しこ の 過 程 に お い て澱粉糖化力 お よび CMC 糖化力の 生

成が活発に な る．培養60時間で GMG 糖化力 280単位 ， 澱粉糖

化力 400　M 位程度の もの が得 られ た．濾紙分解力は45時間附近

よ り顕著 に 認 め られ，60時間で ほ ぼ 最高値 に 達 し，CMC 糖化

力とほ ぼ 同 じ挙動 を 示 した．

　酵素の 生産性の向上 の た め に は セ ル レ ース 生産機構 を獲得 し

た 既適応菌体 を再利用す る 方法が 適当で あ り，その 条件 に つ い

て Trichetterma　sp．を用 い て 検討 し た （Table　6 ）．

　前培養 2 日お よ び 3 日で は培養 phase が若 い の で ， 菌体再

利用 を行 な つ た 場合 ， 高力価 は 得 られ ず，5 日で は 菌体老化で

再利 用 が不可能で あつ た．前培養 4 日が適当で あ るが ， 再利用

の 間隔を 2 日に す る と， 再利用の 回数を重ね るに したが つ て菌

体 phase が若返 え る傾向を示し酵素力価 は 減少 した．

実験範囲に お い て 前 墸養 4 日，再 利 用 問隔 3 日 が 最適で あ り，

ほ ぼ酵素生産期の phase を 持続せ しめ得 る こ と を認 め た の で，

こ れ を連続培養の た め の
一資料とし得 る．

　（4） 紫外 線 照 射に よ る菌株 の 酵素生産力の 向上

Table　6・Cellulase　production 　by　reused 　 mycella （Tn
’
chetierm の．

Mediu 皿 ； wheat −bran （5％ ），　 pulp　powder （1％），　 NaNO3 （0 ．3％），

　（NH ，）2SO ， （0，3％），
　 Na

，
HPOd ・12aq．（2．2％），

　 citric 　 acid （0．8％），

MgSOi ・7aq．（0．05％）．

Preculture　　Reuse 　culture 　 l
　（days）　　　　　　（days）　　　 1

4

4

2

3

丁

慧 ，

°flr

竺
α ・P

．1・・… … 1

2

3

3

2

2

12nJ4

凸

123

量

23

4

16211710593144132114525

4盈

74

昌

800084L54

占

4482

54

晶
4凸

74

ム

0

22nO

1　　　　　　 72
2　　　　　　 72
3　　　 　　　　66

正

2

54

凸

78

23900

ワ匍

5

ρ
D4

亠

12

FinalpH

　 6．3

　 6．4

　6．0
　 5．2

　 6．4

　 6，4

　 6．63

．53

．64

．0886

33nJ3

，24

．4

　PeniCillium　sP・お よび TricjlOclenna　sP ・に つ い て 紫外線照射 を行 な い 30℃ で パ ル プ粉末 （100mesh ），
　 GMC を含

む無糖 Gzapek −Dox 寒天培地 で 発育せ しめ 3 日間で 生ずる coleny 中の 大 きさに よ り前記 の割合で 選択を行 な

つ た ．選択菌株 に つ き麺パ ル プ培地 で 深部培養を行な つ て 力 価 を 測定 した．

　TrtCfiadermaで は 累代照射に よ り色調が緑色か ら黄色 に変化す る傾向 を示 した．

　Table 　7に示 した よ うに T ，iiChadertnaお よび 麁 η記雌 聊 両者に お い て 特 に 著し く高 い 生産力 を示す変果株は得
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　 Table　7．　 Cellu！ase −producing 　activity 　of

　　　　　　ultraviolet 　induced　mutants ，

Spores　were 　treated 　with 　a　dose　giving　rise 　to　 a

ki旺ing　rate 　more 　than 　95％ ，　and 　colon 三es　rapidly

grown 　 on 　 pulp　 powder 　containingCD ，一皿 edium

〔sugar 　omittcd ）were 　sclected ．　The 　above 　procedure

was 　 repeated ．

Organism

Pentσillium

二贈櫁馴驢 §
pi

120

」

190270294 IO4270330

FD
（max ．）

Tri6hode厂ma

123 204264272

8．6129

．6

6011780 　 810
．5

られ な か つ た が 累代 照射 に よつ て 良好 な菌株 が

得られ 生産力 は安定で あつ た．

　　　　　　　総括および考察

　 こ の 研究は セ ル レ ース の 深部培養法 に つ い て

工 業的生産の 見地 か ら二
， 三 の 検討 を行 な つ た

もの で あ る．

　（1） 検索分離 した菌 株 中 Penicittium」P・， お

よ び 7物 加46η湘 sp・の 深部培養濾液は CMG ，

天 然 セ ル ロ ース 両者に 対す る分解力が 高 くそ の

最適pH は5，0で あり，
　 Asp・niger で は対酸性の

酵素 （最適 pH3 ．7）を生産 し， 三 者共 セ ル レ ー

ス 生 産菌 と して 良好 で あ る．

　（2） こ れ ら菌株 の セ ル レ ース は適 応 酵素で あ

り inducer な い しは inducer 源 を 加用す る必

要が あ る．生産培地 と して は靆を主原料とした

場合 で もそれ に inducer 源 と して 良好な パ ル プ粉末（100mesh ）を添加 した もの が 好結果 を 与え た．種 々 の 炭素

源 の 影響 を 検討 し た 結果，高度の 増殖 に 適す る もの は induction が低調で あ り， 強力 な 酵素生 産に は 菌体が作用

し易い セ ル ロ
ース を主 成分 とす る物質が 必 要の よ うで あ る．有機窒素源の 添加 は P6π記泌 翩 sp，に お い て 特 に 効

果的で あ つ た．Trith・demia　sp・で は 強力 な代謝 の 結果 ，
　 pH 低下 を来た し，そ の ま ま で は 高収量 は 得 られ な か つ

た が，なお 培養中の pH 調節 を 試み る必要が あ る．

　（3） 1・enicitlium 　sp．を 供用 し，20L　jar　fermentorの 培養 に より，60時間で ほぼ CMG 糖化力単位と して 300

単位が得 られ ， こ れは 天然繊維 に 対 して も， か な りの 作用 を示す もの で あ つ た．経時変化 を み るに，酵 素 の 生 成

は還 元糖の 最低位 leな つ た 後IC促進 され る もの で あ る。した が つ て ， 培養前期 に お い て は ， 増殖 に 利用 され 易 い

炭 素源 の 摂 取 が 活発 で あ り， そ れ が 消失 した 後に，酵素生 産が起 こ る もの で あつ て，MonodS ）の 主張 して い る炭

素源 の preferential　 utilizatlon の 現象 と考 え らた る， した がつ て，我 々 が 既 に 発表 した細菌 ア ミ ラーゼ
9），や

黒 カ ビ糖化酵素
’り

の 生産に わい て は ， 増殖基質と inducer とは 同
一

炭素源 で あ るの で ，
セ ル レ ース 生産とは 幾

分様相 を異 に す る もの で あ る と考 え られ る． セ ル ロ
ース を増殖お よび inducer の 炭素 源 と して 用い る こ とは 増

殖速度が著し く低下す る もの で あ り， 工 業的な 酵素生 産 の面か らみ れ ば不適 当で あ つ て ， 増殖 を旺 盛 な ら しむ る

と共に 酵素の 生産 も高め る よ うな培養管理 の 必要性が 感 じ られ る、こ こ に 既適応菌体 を再利用す る こ とは indu −

ct 三〇 n の lag を な くす る と共 IC基 er利用率の 向上 を もた らす こ とは 論 を待 た な い が，二 ，三 の 予備的研究の結果

酵素生産期の phase を持続せ しめ る よ うな 条件が求 め られ ， こ の 条件 は か な りの 厳密さを要求す る こ とが 察知

され た．

　  　紫外線照射に よ る 菌株の 改 良 を 試 み た結 果，累 代照 射 に よつ て ，生産力の 良好な 数種の菌株が得られ た．
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