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Kinetic　Studies　on 　Saccharifying　Amylase 　Production　by　Fungi

Hideo　Ueyama
，
　Makio 　Kitada，　Takashi　Fukimbara

　（The　Institute　of　Physical　and 　Chemical　Resとarch ）

　　Akinetic 　analysis 　was 　made 　during　the　fermenting　stage （⊃f　saccharifying 　amylase 　produc．

tion 　by　fungi．　 The ロ
，
　it　 was 　 assumed 　that　the 　following　factors　underlie 　the　kinetic　equations

on 　the　sa   harifying　amylase 　produc｝  process： （ユ）Existence　of 　 a　specific 　mRNA 　eMcacious

for　saccharifying 　amyiase 　production　in　fungal　cells ，（2）Decay　of 　the　m ．RNA 　obeys 　to　the

first　order 　reaction 　klnetics．，　and （3）Simultanous　formation　ef 　 mRNA 　and 　fungal　cell　growth．

　　 In　these　assumptions ．　the　process　of　enzyme 　production　was 　represented 　by　the 　equations

（8）　and 　（9）．

　　 In　a　comparison 　between　the　experim   tal　value 　and 　the　theoretical　 one 　 obtained 　 from

the 　determhlation　 of 　constants 　 by　the　 trial　 and 　 error 　 method ，　 these　 equations 　 possessed　a

wide 　adaptability 　t・ the 〔コase ・f　pr。ducti・n ・f　enzyme 　ass ・ciated 　with 　gr・wth ．

　　　　　　　　　緒　　　　言

　
一

般 に，培養過程 の 定式化は醗酵過程 の 生理学的 な

解明 と共 に醗 酵 工 学的見 地 よ り不可欠 な もの と考 え ら

れ る．した が っ て ，本研究 に お い て は，糸状菌に よ る

糖化 ア ミ ラーゼ の 生産過 程 を検討する に際 し，菌体増

殖 を 基本 に して 定式 化 を 試み た．

Table　L　 Comp ◎ sition 。f　culture 　medium ．

Exp．11Exp ．21
　 　 　 　 　 　 　 「

　　　　　　　　　寞 験 方 法

　本研究 に おい て 使 用 した 菌株 は ASPergillUS　 awa
・

mori 　var ．　funleus　1−B −42 と AsPergillus　eryXtze 　No ．

69−20U で あ り，
　 Table　 1 の 組 成 の 培地を 300　mi エ

ル レ ン マ イヤ ー
フ ラ ス コ に 50　m ］分注して 2kg／c皿

2

で 2 分間 の 加圧殺菌 を 行な い ．30℃ で 少 量 の 胞 子 接 種

の 下 で v 一
タ リ

ーシ ニ
ー

カ
ー

を 使用 して 200　rpm の

撹拝条件下 で 培養 しk ．な お，Table　l に 示 した 培地

組 成並 び に 殺菌条件は 前報
1〕

に 準拠 し た．

　糖 化 ア ミ ラ
ー

ゼ カ価 は 常法に よ り淇り定 して gluc。 se ・

mglml ・hr　 at　4　O“C で 表示 ） ， 菌体量 は 70℃ で 減圧

乾燥後 秤量 した．全 樋 は 試 料 10ml に 蒸溜水 20 皿 1

を 注加 し，25％ HCI　 3　m ユ をm え て 2．5時 間加 水分解

Soユuble　 starch

PeptoneKH2PO4

NaNO3Wheat

　bran　 extract

［躍鞠
　 　 　 　 　　 　　　 　　 　

O．2 ％ 10 ．2 ％ ！
70m1

　 　 　 　 　　　　　　　　　　　　 　

　
19119130m ］

して 冷却後中和 し，Bertrand変法 に よ り 還 元 糖 を 定

量 し，glucose 量 と して 表示 し た．　 pH は ガ ラ ス 電 極

法 に ょ り測定 した．

　　　　　　　　 結果お よ び考察

　本研究 に お い て は 菌体増殖相を 対数増殖期 とそ れ 以

後 の 増殖相 の 2 つ に 分 け て 取 り扱 っ た．対数増殖期 に

お い て は（1拭 を 適用 し，t＝o，　 x ＝Xu な る 初 期 条 件下

で 積分 して （2）式 に よ ，〕 て 菌体増殖 を 表 わ す．さ ら に ，

対数増殖期以後 の 増殖相 に お ける 菌体増殖 は ｛3試 で 近

似で き る2 ・3）．
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Fig．4．　 Conformity　of 　the　kinet玉cs 　of 　Exp．1 （Fig．

　　 1） with 　equations （8）and （9），

　　 Theoretical　value ：　一
；Eq ．（10），（11），（14）

　　　　　 and （15）

　　 Experi皿 ental　value ：　O ，　 microbial 　growth ； 血 ，

　　　　　 enzyme 　pτoduction

：2． 実 験 亘　　菌体増殖 に 関 して 培養時間 t＝ 10hr

を原点 に と り，t・＝ O とす る．　 t＝0 で Ca ＝O．3　rng ／ml

で あ る．菌体増殖相の 分岐時点は tt＝20　hr で ある．

実験 1 と同様 に して 菌体増殖 に 関す る 諸式 は 次の よ う

ICな る．

　　　 0≦t≦ 20hr

　　　　　 謬
嵩0．3e °・ユ5t

　　
・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…

　 U6）

　 　 　 ’≧ 20hr

　　　　　 2 ＝16．0− 9．93e−o・i（t−20）　　一・・・・・・・・・・…　〔17｝

’
実測値 と理 論値を対比させ た 結果を Fig．5 に 示す．

酵素生産 は 彦醤0 よ り 5hr の 遅 れ を も っ て 始まる．

した が っ て，酵素生産時 の 菌体増殖速度式 は 次 の よ う

に 表わ され る．

　　　 0≦ t≦ 15hr

　 　 　 　 　 詔
＝0．3eO鹽15（t＋5）

　　　　　箒 ・ 餌 ・・
… 5・t・・ ） ………・……・・aSl

　 　 　 i
．
≧ 15hr

　 　 　 　 　 x ＝＝i6．0− 9．93e曽゚・ユ（ε一z5 ）

　　　　　睾 ・993d ・一 ・ ・……・一 ・・… ！l91／

酵素 生産過 程 は 実 験 1 と 同 様 に して 定数 を 決 定 しt

・0≦t≦15　hr に お い て は λ・＝O．22　hr−］，■R ，
＝＝7．12 を，

」≧15　hr に お い て は x ＝O．22　hr’i，　 mR … 5．47 を 得た ．

し た が っ て ，酵 素 生 産 相 は次式 の よ うに 表わ され る．

0≦t≦ 15hr

　　E ＝3．09（396e
°・コse

　　　　 十 2．7e卩o・22c− 6．66）　　
・・・…

　
一・・・・…

　  0）

t≧ 15hr

　　E −＝3，09（56．84 − 692e
−o・22

り

　　　　 ÷ 24．7（8．34e
−o・22（e−15 ）

　　　　十 10− 18．33e−o・1（t‘15））　・・・・・…　一・・〔21）

実測値と理 論値を対比 させ た結果を Fig．5 に 示す．
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F三g．5、Conformity　of　the 　k玉netics 　of 　Exp ，　II（Fig．

　　2）with 　 equations （8）and （9）．

　　Theoretical　value ：　一
； Eq ．（16）， （17）， （20）

　　　　　and （21）

　　Experimental　value ； ◎，　microbial 　growth ； 血 ，

　　　　　enzyme 　prQduction

3． 実 験 皿　　菌体増殖に 関 して 培養時闇 戸 5hr

を原点に と り，t＝0 と す る とき Xo ・＝O．5 エng ／ml で あ

る．菌 体増殖 相 の 分 岐時点 は t‘・ ＝ 25hr で あ る．実験

1 と同様に して 菌体増殖に関す る諸式は次 の よ うに な

る．

　 　 　 0≦ ‘≦ 25hr

　　　　　 x ＝O．5eO・1：lt　……・………一………・
【泌

　 　 　 彦≧ 25hr

　 　 　 　 　 ¢
＝＝17．0− 5．Oe−o・ユ12（t−25）　　・・・・・…　一一…　　（23）

実測値 と理 論値を対 比 させ た 結 果 を Fig，6 に 不 す．

酵素生産は t＝O よ り 10hr の 遅 れを も っ て 始 ま り ，

酵素生産 時の 菌体増殖速度式 は 次 の よ う に な る．

　　　0≦ t≦15　hr

　 　 　 　 　x ＝・e．5eO・1！T（t＋四 ）

　　　　　書一・・635・
・・… Ct… ） ・…・一 …… c・・｝

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

第 5 号，　 5 月〕 糸状菌 に よ る糖化 ア ミ ラーゼ 生産過程 の動力学的研究 289

　　　 t≧ 15hr

　　　　　 x ＝＝17．0− 5．Oe−o・112 （t−ls ）

　　　　　薯 一α56ゼ ・… （・−1・・ ・…一…一…
 

酵素生産過程は 実験 1 と間様 に して 定数 を 決定 し，

O≦ ≦ 15h τ にお い て は 入＝O．15　hr’ユ，　 mR ，
＝O．23 を，

t≧ 15hr に お い て は λ＝O，15hr −1，　 xRo ＝1．05 を得 た．

したが っ て，酵素生産相は次式の ように 表わされる．

0≦‘≦15hr

　　E ＝0．348（3．61e
曽o・15t

　　　　十 4．26eO・n7t − 7．87）　・・…　
一・…　一・・e6〕

t≧ 15hr

　　E ；O．348（45ユ3− 484e
『o・且5り

　　　　十 3．92（26．3e−D・15 〔t，15 ）

　　　　
一ト8．93− 35．23e尸o・u2 （じ

』
エ5）

　
・・・・・・…

　27）

実測値 と理 論 値 を対 比 させ た結果を Fig．6 に示 嵐
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Fig．6．　Conformity　 of　 the　 kineties　 of 　Exp．　III
　　（Fig．3） w 三th　 equati ・ ns （8） and （9）．

　　TheQreticai　value ：
一

； Eq ．（22）， （23），（26）
　　　　 and （27）

　　Experi斑 ental 　value ：　 ◎，　 microbial 　growth ；

　　　　 ム ，enzyme 　productiOn

　 【8｝式並 び に〔9）式 に お い て 決定 した諸 定数を Tabie 　2

に 総括す る．

　本研究 で対象としたの は菌体増殖と酵索生産の 連動

した場合で あ り，非連動の 場合，た と え ば，増殖停止後

の 菌体に よ る酵 素 生 産，ま た は，対 数 増 殖期に お け る

酵素生産 の 僅微な 場合とかに は 当然適用 す る こ と は不

可能で あ り，これ と近似 した条件下 で の 適用 も困難で

あ る． これは Fig．6 の 培養 50　hr 以後の 理論値 と実

測値 の 差 が 顕著に な り，残余活性 で の み説明で きない

程度の ずれ を 生 じて く る こ とに よ っ て も明 らか で あ り．

こ れ は 皿 RNA の 寿命に 関して turnover を考慮 して

い な い こ とに起因す るもの で ある．しか し， 実用上 ，

生産物生成が 菌体増殖 と連動 して い る場 合に お ける近

似計算式として は適用性の 広 い もの と考 え られ る．

要 約

　糸状菌 に よ る糖化 ア ミ ラ
ー

ゼ 生産過程を菌体増殖を

基本 に して 定 式 化 を 試 み た。糸 状 菌 に よ る糖化 ア ミラ

ーゼ 生産過程を説明す る に際 して ，糖 化 ア ミラー一ビ生

産 に 対 して 特異的な mRNA を 仮定 し，　 mRNA は

1 次反 応形 式で 崩壊 し ， 菌体の 生成 と同時 に 生産 され

る との 仮定 の 下に菌体増殖相を対数増殖期 とそ れ以後

の 増殖相 に 分けて 酵素生産を〔8拭 お よ び（9〕式で 表わ し

た．実測値 と理 論値 の 対 比 を行 な っ た 結果，菌 体増殖

と酵素生産が 連動 して い る場合の 近似計算式 として は

かなり広 い 適用性をもつ もの と考えられ る．

Table　 2．Value　of　 constants 　in　equations 　9）and

10）．

o≦ t≦ t［ t） tt

　　　　　　記　　号

Xo 　：　菌体量　（t＝＝O）　〔mg ／m1 〕

5：t ： 菌体量 （t・＝tt）〔mg ／ml 〕

＝ m ： 最大菌体量 〔mg ／m1 〕

x ： 菌体量（t ＝ t）〔mg ／ml 〕

t　 ： 時間 〔hr〕

ti　 ： 増殖相境界時間 〔hr！〕
θ 　： 時間 〔hr）

k　 ： 比増殖速度定数

λ　 ： 皿 RNA の 崩壊速度定数 〔hr一夏

〕

Ro ： mRNA の 量 （θ＝O）
R 　 ： mRNA の 量 （θ＝の

α，β，κ 　：　定数

｝〆
λ

が幽
R

〕．「
λ

爵臣
ほRκ

Exp．

Exp．
Exp ．

IH

皿

5．5　　　 0．22

7。12　　　 0．22

0．23　　　 0．15

4，5　　 　 0．22

5．47　　　0．22
1．05　　　　0．15

　本報 告 は 日本 齦 酵工 学会 第 3 回 支 部 講演 会 （1968．6．

22 東 京 ） で 発 表 した も の で あ る，
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