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酵母増殖曲線か らエ タ ノ ー ル 生成．曲線を推定す る 方法
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Estimation　of 　Ethanol　Production　from　the　Growth 　History

　　　　　　6f　Yeast　Cells　during　Alc（）holic　Fermentation

　　　　　　　　　　　　　　　　　Masaharu 　Nagatani

National　Research　Institute　of 　Brewing，　Takinogawa，　Kita−ku，　Tokyo

　　　　　The 　rate 　of　ethanol 　production　during　alcoho 】ic　fermentatiQn　was 　formulated　as 　a 　function

　of 亡he　speci 丘c　growth 　rate ， μ，　of　yeast　cells 　by　using 　the 　correlation 　from　Luede
−klng　and

　Piret　 as ：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＝αμX ＋ レ脚 e
一
矗
・
px

　　　　　The α va 王ue 　could 　be　designated　as 　the　ratio　of　Y
，〆号 （yield　coef 丘cient 　 of 　ethanol 　to

　、glucose ）to　Y
σ （maximum 　growth 　yield　 on 　glucose） and 　the　nu 皿 erical 　 value 　could 　be

　　assessed 　at　around 　3．5 （dimensionless）．

　　　　　The 　expression 　of 　tle　second 　term 　of　above 　equation ，　which 　corresponds 　to　the　rate 　of

　　ethanol 　production　by　the　maintenance 　metabolism 　of 　the　cells ，　was 　introduced　by　assu 皿 ing

　　the　
metabolis 皿 to　be　under 　the　inhibition　 of 　accumulated 　 ethanol 　 as 　observed 　 in　 the　 later

P・，i。d 。f ・akg 　f・ ・m ・ nt ・ti・n．　 The　 val … fv ・ ・ w ・・ assum ・d　t・ be　eq ・ival・nt　t・ th・

　　Ωσ o 、 value 　of　the 　resting 　yeast　cells・

　　　　　Above　equation 　was 　used 　for　the　prediction　of　ethanol 　production 　in　batch　fermentation

・ th。　g，・ wth 　hi・t・・y ・ f　wh ・・e　yea・t　 cell ・ w … k・・w ・ ・ Fi・st
・
th・ g・・wth … v ・ ・f　the　cekS

　　was 　si皿 ulated 　by　a 　function　of　time ，
　t．　 Second，　this　func亘on （X ＝f（t）） was 　d袵 erentiated

　　wi 士h　respect 　to　time
，
　thus　leading　to　dX／d∫ ← pX ）＝ f，

ω ．　 And 　third，　these　two 　functions

　　of 　time 　were 　substitued 　 into　the　 equation 　and 　solved 　numerically 。　 A 　digital　computer 　 was

　　used 　for止 is　 series 　of　ca生culations ．

　　　　　The　results 　of　the　calculation 　followed　the （血ange 玉n 　ethano 互concentration 　observed 　in

　　three　exa 皿 ples　of 　various 　bat（h　fermentations・

　　ア ル コ ール 醗 酵 に お い て は エ タ ノ
ール 生成速度 dp／

dt は酵母密度X とそ の 醸酵能 v （＝　1／X ・dp／dの との

．
．
積で あらわされ る．しか し酵母 の 増殖曲線 （回分）は

培地 の 種類を は じあ種 々 の 環境因子 に著しく影響 され

る た め一
般 的 な 予測 は 困難で あり，増殖連動型 で ある

エ タ ノ
ール 生 成速度 も同じ理 由で 予測 が難か し く回分

醸酵の 設計 に不便 が 感 じ られ る．

　Luedekingらt） に よれば乳酸醗酵に お け る菌体比増

殖速度 μ と醸酵能 V との 関係 は 次式で あらわ され る．

り
＝αμ十 り潮 （1 ）

た だ し α は定数．Vm は維持代謝に 由来す る醸酵能で

あ る．

　そ こ で 菌体増殖曲線 は個 々 の 醗 酵条件の 下 で 近似式
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を 導 くか あ るい は実測す る もの と し，
P を（1 ）式 の よ

うに μの 関数 と して
一

般化して お けば エ タ ノ ール 生成

曲線を予測す る作業 は か な り簡 単 に な る．著 者 は清酒

醪の 初期 の 発熱速度 （エ タ ノ ール 生成速度に 比例す る）

を 知 る 必要か ら（i）式を 利用す る こ とを考え， 定数
α お よ び Vm の 内容を検討 した．

　酵母が消費する グル コ ース は 通常 の 天然培地 で は す

べ て エ ネ ル ギー源 として 用 い られ る もの と仮定する．

そ こ で グル コ
ー

ス 全消費ts　dSe を増殖エ ネル ギー生産

に 用い られ た 区分 dSa と維持代謝の エ ネル ギー生産

に あて られ た 区分 dSm とに分 けれ ば ，

　　　dSt＝ dSa十 dSm 　　　　　　　　　　　　　（2 ）

つ ぎに Pin2）
，
　van 　UdenS ・‘）

らに従 い m 錣 dmu 皿 growth

yield　Ye ← dX ／dSo）を導入 し，μ ＝ （1／x ）（dX ／dt）

とあ らわ して （2 ）式を 整 理 す る と （3 ）式がえ られ る．

藩 一一f・ 豊 （3 ）

グル コ ー
ス に 対す る エ タ ノール の 収率 Yp／s← dP／dS）

は前出の仮定に よ りグ ル コ ース がすべ て 解糖系に よ っ

て エ タ ノ ール に代謝 され る もの とす れ ば一
定 と み なす

こ とが で き る の で （3 ）式の両 辺 に こ れを乗 じて Sを P
に変換すれ ぼ，

器
一
警μ ＋ （

dPXdt
）m （4）

（4 ）式の 左辺は 醗酵能 ， 右辺第 2 項 は維持代謝 の た め

の 醗酵能で あ るか ら（1）式 と比較 して ，

α 鵠塑

およ び ，

Vm ・・（
dPXdt
）m

（5 ）

（6 ）

となる。すなわち （4）式は （2 ）式の 仮定 に基ず い て

（1 ）式を定量的に考察 した もの で あ る，そ こ で α お よ

び Vm の 値を以 下 の 方法 で 定 め た ．

　 Ypis の 値 は stoichiometry に よ れ ば 0．512　g／g で あ

るが実測す る と約 0．5 と な り，培養条件， 酵母の 種類

などに ほ とん ど影響 され な い．Ye の 値は Pirt2⊃ に よ

れば 1／】醍／s （Yz／s は 基質に対す る菌体収率）と 1／p
との プ ロ

ッ トに よ っ て 求め られ る と され て い るが ， 嫌

気条件下 で の 酵母 の 連続培養 は定常状態 が 得難 く， 信

頼で き る値 が え られな か っ た．一方， 回分培養 で の 菌

体収率は比較的簡単 に 0．10〜0．12g／g−glucoseの 値が

得 られ る．そ こ で Yg の 値は 0．12 よ りも若干大 き く

かつ 0．15を こ えない もの と推定すれば α の 値 は （Yp！s
を 0．5g／g と して ）約 0．3〜 O．42 と推定 され る．

　次に Vth の 値は ワール ブル グ検圧法で 2〜3 の醸造

用酵母 お よ びパ ン 酵母 の resting 　ce11 （培地 は麹 エ キ

ス お よ び合成培地
5）） の Qoo2の 値 が酵母 の 種類お よ

び前培養条件に ほとん ど影響な く 200−v300 　ml −CO ・／

g−dry   11／hr の 値を 示す こ とか ら そ の 平 均 値 250

（Ym の 次元 に 直すと約 0．5h ゴ リ の 近 辺 に ある もの

と考え た．

　また ，
Vm の値は清酒醪 の後半 （酵母 の 増殖停止後）

の 醸酵能が エ タ ノ ール に よ る生産物阻害 に よ っ て あら

わ され るこ と e
・n と関連ずけて み る と 増殖期間 に お い

て もエ タ ノ ール の 阻害が存在す る もの と考 え られ るの

で 次式
5−7） が成立するもの と仮定した．

レ 垪
齧

レ脚 e
一轟

・P
（7）

　た だ し Vm 。 は エ タ ノール が 存在しな い 場合の res一

仙  oell の 醸酵能 で，　 Qeo2か ら先 ほ ど推定 した Vm

の 値 が こ れ に相当す る．k2 の 値 は清酒 モ ロ ミの お よ び

シ ョ ウチ ュ ウ モ ロ ミ
ε》

に つ い て 得 られ た 値，0．1％ 4
＝

O．0127i／g が 使え る もの と考え た．（7）式を（1 ）式に

代入 す る と，

睾 ・・x ・ ・脚 げ … x （8）

　 酵母の 増殖曲線を時間 t の関数 で 近似 した もの，お

よ び そ れを時間で 微分 したもの dX ／dr （− pX ）をそ

れぞ れ （8 ）式 に 代入 し P の 初期値を与え て 積分すれば

最初に与え た 菌体増殖曲線に対応するエ タ ノール 増加

曲線が 得 られ る。

　増殖曲線 は前報
9）

に従 っ て Lagrangeの 補問式 に よ

っ て 時 間 t の 3 次式で 近似した．精度を上げ るた め に

全 区 間 を数個 に分割 し，1 区分の 終点を次の 区間の 始

点 と した．

　Fig．1 お よ び Fig．2 は酵母 エ キ ス を含む合成培地

中で の 呼吹欠損酵母の 回分醗酵経過
5 〕

につ い て a ＝3．5，
Vmo 　＝O，　5　hr−1 と仮定 して 上記 の 計算を 行 な っ た もの

で あ る．菌体増殖経 過 はデ ータ 間を 通 る 実線通 りに近

似 し， 得 られた P の 曲線 は 破線 で 示 した ．F碆 1 の 中

で塗 り潰した データ ポイ ン トは計算 の 都合で 補足 した

もの で ある．

　Fig．1 の 実験は酵母エ キ ス を 2g〃 含む合成培地で ，

pH ＝4．　O，
30°C の 培養経過 で ある が，　 Fig．2 は こ れ に

酵母 エ キス を増量して 30g ／J と して 栄養条件を よ く

して 嫌 気 培養 と して は 異常な値 まで 菌体が増加 （乾物

重量 で 139 ／1） し，エ タ ノ ール も増殖期間中で 609／1
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一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

第 3 号 ，　 3 月〕 酵母増殖 か ら エ タ ノ ール 生成の 推定 207

5

ミ
9X

　

　

　

　

1
　
　
　
　
　

5

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

α

へ
に

O帽
一

σ」一
＝

Φ
U
匸

OU

い
m

σ

F」
＝

Φ

Q0

50

（一
δ

と
、

匚
O
；

O」一
匚
 

り
COU

　

　
　

10
　

　
5

ち
匚

o
工

苗

　 　 　 0　　　　 5　　　　10 　　　　15　　　　20
　 　 　 　 　 　 　 　 　丁lme ，t （hr ）

Fig．1．　Calculaton　of 　ethano 】prQduction　in　a　batch

　　fermention．　The 　calculated 　value 　of 　ethanol （
一一一

）

　　was 　obtained 　by　Eq ．（8），　in　which 　the 　cell　mass

　　was 　stimulated （
一 ）from　the 　observed 　value （○ ）．

　　Points　in　open 　triangle 　are 　the　observed 　ethanol

　　c。 ncentrati 。 ns ．　 The　 value ・f α was 　 Ch・sen

　　arbitrarily 　as 　3．5　and 　り 脚 　as 　O，5　hrl．　 The

　　experimental 　data　were 　taken　fエum 　the　litera・

　　加 re ．5 ）　The 　data　points　 shown 　in　fillθd　 circle

　　and 　filled　triangle　 were 　 assumed 　 values 　for　the

　 　 calcUlations ．

に達して い る例 で ある．Fig．1 で は計算値は 実測 した

エ タ ノ ール 増加 と よ く
一致 して い るが 、 Fig．2 で は計

「
算値は実測値 を 上 回 る傾向を示 して い る．こ の 不

一
致

の 検討は後 に 行 な うこ ととしFig．3 は特殊な 回分醗酵

つ、
9X
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（輔
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孟
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 t （hr）

Fig．2．　 C・1・・1・ti… f・th・n・l　p・。d・・i・… c ・mp ・・。己

　　with 　the 　exp 〔虹 mental 　result 　of 　a 　batch　fermen・

　　tatkm 　i皿 　endched 　m 磁iun．5）　For　details　‘f，
　　Fig．1．
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Fig．3．　P正ediction 　of 　ethanol 　production　in　a　sh∂‘ゐ動

　　 mash 　ferme且 tation．　 The 　 medium 　 was 　 sac （血a・

　　rified 　shbcha 　k（ゾi（AsPergillus　kawachii 　grown

　　on 　stear 皿（d　Iice ），　the　pH 　value 　of 　the　medium

　　was 　3．1，　and 　the 　temperature 　was 　set　at　25
°C ．

　　For　fulther　explanation ，‘f，　Fig．　L

例 と して し ょ うち ゅ うモ ロ ミにつ い て の 計算結果を示

　した．こ の 実験 に 用 い た 培地 は し ょ うち ゅ うコ ウ ジを

　メ ス シ リン ダーで 500皿 1 採 り，水を 700　ml 加 え，

　55
°Cで 2 時間糖化した の ちク エ ン 酸で pH を 3ユ に 調

整 した もの で ，pH が 低 い こ と とコ ウ ジ の 残骸 が大量

　に混在して い るこ とが 特徴で実際 の モ ロ ミに 近 い もの

で ある．酵母密度は顕鏡法で 計数 した もの で，便宜上

　
’
10e　cell ＝O．　8　mgrdr ］T　cel1 　mass と して 計算した結果を

示す．また こ の 実験は 25℃ で 行 な っ た もの で あ る が

　Vm 。 の 値 （30℃ で の 測定値 に 基ず く）に 対す る温度補

正 は省略した．α の 値 は3．5，
VUt。 の 値は O．　5　hr‘i を

　用い た．こ の 計算結果は実測値とよ く
一致 して い る と

　見て よ い で あろう．

　　Fig．2 に お ける 計算値と実測値 の 若干の 不一致 の

　原因の 検討とあわ せ て ，計算結果に 及ぼ す α お よ び

　Vme の 値 の 変動の 影響を 調 べ た の が Fig．4−a お よ び

　Fig．4−b で あ る．両図とも Fig．2 に 示 した菌体増殖

　曲線 お よ び エ 、タ ノ ール 初期値はそ の まま に し ，
Fig．　4−a

　で は VntO＝O．25　hr−1 の
一

定値 に 対 して α の 値を 図 に

　示す よ うに O．　L5〜O．45の 範 囲 で 変動 させ た もの ，　 Fig．

島4」b は a ＝・3．5 の
一

定値に 対 して Vmo を 0〜O．　5　hr−t

　ま で変え た 場合の 解 の 形を比較 した もの で ，参考 の た

　め に エ タ ノ ー．ル の 測定値を記入 して あ る．

　　Fig．4−a および Fig．4−b ，の 結果から，α の 幅 と し

　て 約 1，VPtO の 幅 0．2 が おおよそ 実測値 の 測定誤差に

　見合 っ て い るようで ある．こ の こ と と先 に推 定 し ta　a

　の 領域 ，
Vm 。 の 推定値 お よ び Fig，1〜Fig・3 ま で の 結

N 工工
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Fig．4−a．　Effect　 of 　the　 fluctuation　of 　 the α　value

　　on 　the 　ethanol 　 prQducion．　The 　 v
脚 value 　 was

　　arbitrarily 　fixed　at 　〔｝．25　hr−1　and 　the　α 　value

　　was 　changed 　as 　shown 　in　the 丘gure，　The 　growth
　　 curve 　and 　the　initial　ethanol 　concentration 　in
　　Fig．2w 肛 e   ployed　in　 this　 calculati 。n．　 The

　　data （♪ values ）in　the 　figure　were 　also　trans ．

　　cribed 　from 　Fig，2for 　reference ．
Fig．4−b．　Effect　of 　the 且uctuation 　of 　the り

脚 value

　　 on 　 the　 ethanol 　 production ．　 The α　value 　 was

　　chosen 　 as 　3．5 （一）and 　the　vme 　 was 　var …ed ．

　　The　other 　conditions 　are 　the 　same 　as　in　Fig，4・a．

果 を 総合 して α の 値は 3．5近 辺 ，
Vm 。 は 0．5 近辺 に 定

め るな らば酵母 の増殖曲線 か ら対応す る エ タ ノール 増

加曲線を か な り良 い 精度で 予測 し得 られ る もの と考え

られ る．

　ま た Fig．3 に 示す よ うに こ の方法は 酵母 の 増殖期

か ら静止期に 至 る全醸酵期間 に適用 で き，す で に 報

告
T） した 清酒 モ ロ ミ後 半 に お ける エ タ ノ ール 増加速度

式を 包 含す る の で 清酒醸造 工 程の 解析 ， 工 程設計 に 利

用で き るもの と考え られる．

Nomenclature

k2　 ：　   pirical　 constant ，1／9

P　　　　etha 皿 ol　concentra ほon ，9／l
t　 ：　time

，
　hr

X 　　　cell　mass 　concentration ，　g／1，　cell　number 　c   ・

　　　 centration ，1／9
】τ ： （− AX ／dSe）皿 axim ・ m 　g・・wth 　yield，9／9
Yp ／s ：　yie夏d　coe 伍 cient 　of 　ethanol ，9／9
｝を／s ：　yield　coef五cient 　of 　ceU 　rnass ，9／9
α　

’
　 constaIlt （＝〕rb／s／Ya），（dimensionless）

dSo　：　total　alnount 　of 　glucose　ass 洫 ilated，　g／l
dSg ・ a 皿 ・unt （｝f　glu・。se 　used 　f。・ ene ・gy　p・・duct三・ n

　　　 for　growth ， 9／l
ASm ・ an ・・ unt ・f　gl・ 。 ・ ・e　u ・ed 　f・・ energy 　supPly ・f

　　　 lmaintenance ，9／1

μ　　　 specific 　growth　rate ，1／hr
・ 　 ・peci丘c　 rate ・f　ethan ・1　pr（Ulucti・n，1／hr
・ m 　 ・peci丘・ ・at ・ ・f　ethan ・l　pr（Xiu・ti・ n ・f ・esting

　　　 yα】st　cells，1／hr

Vmo 　　ン翊 at　p ；0，1／hr

　し ょ う ち ゅ う醪 中の 酵母 の 増 殖 お よ び エ タ ノ ー
ル 生成を

測定 され た 久芳 良 則 氏 （現在熊本県 酒造 研究 所） に 感謝 の

意 を表 します，
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