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Abstract

　　C・1tu・・ c・ nditi 。・・ 恥・ th・ fe・m ・nt ・tive　p・・d ・ ・ti… fL −i、。1。。。i。。
　fr。 m 。。．。−

bromobutyric　 acid （BB） were 　 stud 三ed ．　　　　　　　　　　 ．

　　
1） 1・・1・u ・i・“ P・・d・・i  ・tmi ・・ w ・・e　pre ・脱 d　by　ly・phili・・ti・・

，
・皿 ・e・i血 9，

decp・fr・e・重・g… dp・・i・di… a 曲 ・N ・ diff・・ence ・ i・ ・b・ i・ ・leud… P ・・d ・・i・g 。b恥
was 　observed 　among 　the　 strains 　preserved　by　these　different　methods ． 2｝ Mcdia 　for
seed

　culture 　were 　studied 　and 　the 　proper　concentration 　of 　BB 　was 　as 　fbllows： Seed
．

・ u 且囎 ・ （BB　O％）→ Seed ・ult・・e （HB 　I・6％）− P ・Od ・ ・i・g ・Ult… （BB 　32 ％）， 3） A 。

isoleucine　yield　of 　around 　l4　gμ was 　achieved 　when 山 e　growth 　 of 出 e　 seed 　cUlture

was 　 1！3〜 112・fth ・ m ・xim ・ m 　g・・ w 出・4） F・・ m 　w ・・ g・ n … t・d ・ig・ r… 1yd 。 ，董。g
fe「 m ・nt ・t量… Th ・ additi … fl・  ・ am ・蝋 ・ ・f ・・tif・・m ・g・nt 　i曲 ibi・・d ・e11　g． 。wth ，
so

　
chemical

　and 　mechanical 　de藍bamers　wcre 　studied ． 5）Scale−up 　of 　fermentcrs　was
carried 　out 　 as 　fc〕1Iows：

　　 （1）　The 　 oxygen 　 transfer　 rate 　of 　each 　fermenter　 was 　 measured ．

　　（2） Th … nditi ・ n ・f … a ・i… nd ・9it・ti・ n 　w … 加 di・d　i・ ・ 5 ’j・・ fe・m 。m 。，，
　　　　 the　opdm ロ m 　cond 孟t三〇 n 　was 　L2 × 10−6g 　mole 　02tt・min 　of 　oxygen 　transfer 　rate ．

　　（3）　Thc　cultu 口re　condition 　was 　scal〔釦d，up 　to　100’ and 　600 ’ ta血ks　based　on 　dhe
　　　　

oxygen
　trans色r　rate

，　and 　iSoleucine　was 　fbrmed 　in　good　yield．
6） Fifty　per　ce 凪 yield　of 　isoleucine　crysta 聴 was 　obtained 　from　the 　culture 　broth．　 The
crystalS 　sat 量sficd 　thc 　standards 　set　fbr　fbod　additives 　with 　respect 　to　speci 丘c　rotational

rate
，　 content

，　and 　 weight 　loss　in　dτying，

緒 言

　著者 らは，L一イ ソ ロ イ シ ン を醸酵法 に よ り安価 に 製

造す る こ とを目的 と して ，
肌 一α一ヒ ドロ キ シ酪酸 よ り

レ イ ソ ロ イ シ ン を 生成 す る細菌の ス ク リ
ー

ニ ン グを

＊
醗酵法 に よ る ア ミノ 酸 の 工 業的製造法 に 関する研

　 究 （第 3 報）

　 Studies　 on 　the
’
Microbial　 Production　of 　Amino

　 Acids （III）

行な い，す で に 知 られ て い る β α副 始 および Pseude−
m ° nas 属

1
似 外 に Aerebacter．8 細 う4‘嬬 2侃

，
（la）VtebaCr

le「ium・　Flauabactett
’
um

，
　Millrococcas

，
5盈雇 翩 ，　Serratia　re，

そ の 他多くの 菌株が イ ソ ロ ィ シ ン を蓄積す る こ とを発

見 した．さらtC　 DL 一α
一ヒ ド ロ キ シ 酪酸よりも安価に 製

造 で き る DL −a一プ ロ ム 酪酸 （以 下 ．BB と略称す る）も

前駆物質 と して 使用 で き るこ とを認め ， そ の 結果をす
で に 報告 した　

2，． こ の BB を原料とする方法 に つ い て

培地組成 の 検討を 行 な い ， 廃糖蜜， 蔗糖また グル コ ー
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ス を炭素源 とす る培地 に Brenibacterittm　roseum 　ATCC

l3825 を培養 して イ ソ ロ イ シ ン 14−16git を生成せ し

め る こ と がで きた
S》．

　本 報 告 に 蓄い て亜も こ の 結果を工 業化する た め，イ

ソ ロ イ
’
ジ ン 生産菌の保存，前培養条件 ， 消泡 ， 醸酵 タ

ン ク の ス ヶ
一ル ア ッ プ ， イ ソ ロ イ シ ン の 分離と確認等

に つ い て検討 した結果を述 べ る．

実　験　方　法

Table 　L 　 Compos三tion　 of 　cultUre 　 media ．

CO 　 　CI 　　 GO 　　 G2

　使用 N 株　　．DL −a一ヒ ド ロ キ シ ン 酪酸 ま た は BB よ

り L一イ ソ ロ イ シ ン を高収率 で 蓄積 す る 2・S｝
’
Brevibac−

terium　roseum 　ATCC 　13825 を用 い た．

　菌株の保存

　（1）継代培養法　ブイ ヨ ン 寒天 （肉エ キス 1％，ペ

プ ト ン 1％，NaC10 ．3％ ， 寒天 2 ％，、　pH 　7・0）斜面上

で 10°G に て 継代保存する・

　（2）鉱油重層法　ブ イ ヨ ン 寒天上 に20時間生育 させ

た 菌 の 上 に 流動パ ラ フ ィ ン を 約 1cm の 厚 さに 入 れ，

IOgC 、に て 保存す る．

　（3）凍結法　ブ イ ヨ ン 寒天斜面 に 20時間生育 させ た

菌 を 一！5℃ で 保存す る． 10qc で 融 解 させ て か ら使

用す る・

　（4）凍結乾燥法　ブイ ヨ ン 寒天斜面上で 20時間生育

させ た菌を，乾燥用培地 4） （脱脂粉乳 10％，蔗糖 5 ％，

グ ル タ ミ ン 酸 ソ
ーダ 1 ％）に分散し， ア ン プ ル に 入れ

て ド ラ イ ア イ ス ー
ア セ トン 中で 凍結後 ， 凍結乾燥 し真

空下で シ
ー

ル を 行 な い loec にて 保存 す る．復 元 は蒸

留水 で 行な う．

　培地　　Table　1 に 示す培地を用 い た．　 BB は，
’
あ

Cane　molasses （gll＞　　 50

GlucoscDL

一
α
一Bromobutyric 　acid 　16

Corn　steep 　liqu。 r 　 　 10
Proflo　　　　　　　　　　 5
Urea　　　　、　　　　　　 8

〔】aC 】12・2HzO 　　．r

MgSQi ’7HaO

Biotin（μ9／1）
Thiamine （pagft）

pH

100

　 　 　5032

　 1610
　 10

　 5　　 5

　 8　　 9

7．07 ．0

　 O．530500

　 7．5

1003210

　 5
　 9

　 1

　 0，530500

　 7．5

　 Media 　CO 　 and 　GO 　were 　used 　as　seed 　me 〔lia　for

producing 　media 　CI 　and 　G2
，
　 respectively ．

らかじめ 16％ （ア ン モ ニ ァ水で pH 　7．0 に 中和 したも

の ）溶液を 100℃ 30分 間加 熱 して 分解後 pH 　7．0 に ア

ン モ ニ ア 水で 中和 した もの を 用 い た．培地の 滅菌は

120°C20 分間行 な っ た．

　培養方法およ び 分析方法　　前報
3｝ と 同様 lcして 行

な っ た．

　酸素移動速度の 測定　　反応系として ，亜硫酸 ソ
ー

ダ 3〜6％，硫酸銅 10−3M 溶液を使用 した．邇 気攪拝

を行な い ， 亜硫酸 の 酸化速度を O・lN チ オ 硫酸 ソ
ー

ダ

溶液 で 滴定 して 求めた．

実験結果および考察

　イ ソ ロ イ シ ン 生産薗の 保存　　微生物は ， 継代移植

に よ り性質がかわり， 生産能が 低下する例が 知 られ て

Table ．2．　Formation　of 丞o 蓋eucine 　by　Brevibacterium　roseuM 　ATCC 豆3825　prcscrved
　　by　various 　methods ．

　 Method　of

　preservat旦on
　for　4　months

Lyophilizat三〇 na 冫

〇三1　sealingb ’

Fガ  zingc
）

．、
Pe   odic 　transferの

r

Growth
（OD6SOnm ）

3days 　4days 　5days

Isoleucine　formed
　　　〔gμ）

3days 　4days 　5days

084544

＾

34

434739

田

40

必

3645

11．3　 　 12．8　 　12．3

11．4　　12．7　 11響7

12，8　　　12．8　　　13．8

12．8 　　 13．8 　 13會6

　The 　bacterial　 strain 　 was 　 cultured 　 at 　 30℃ in　 50G　ml 　 shak 三ng 刊asks 　 containing 　 50　ml 　 of

Medium 　q1，　 Growth　was 　assayed 　by　read 洫g　the　optical 　density　at 　660　nm ．
a ＞　The 　organ 並m 　 was 　lyophilized　in　 a　 medium 　 containing 　10％　of 　 de魚 tted　 milk ，5％　of

　　sucrose ，　and 　 l％ of 　Na −glutamate，　 and 　 was 　kept　at 　 10℃ ．　 Distilled　 water 　was 　 used ｛br

　　 rehydration ．
b）　The 　organism ，

　grown 　on 　bouinon　agar （1％ of　meat 　extract
，
1％ of 　peptone ，

0．3％ of 　Na α ，
　　2％ of 　agar

，
　pH 　7．0）was ・covered 　with 　Iiquid　para田 n　to　a　dep止 of 　l　cm ，　 and 　was 　kcpt　at

　 　 lO°C．
c）　 ［1　he　organiSm ，　grown 　on 　bou三110n　agar ，　was 　kept　at − 15°C ．
d）　BouiUQn　agar 　med 量um 　was 　used ．

N 工工
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い る．した が っ て ， 生産菌を生産能の 低下な しに保存
す る こ と は重要 で あ る．凍結乾燥 法，鉱 油重層法， 凍

結法，継代培養法の 4 種 の 保存法 に よ りイ ソ ロ イ シ ン

生 産 菌 の 保存を行な っ た． そ の うち の 1株 B ，ro5etinl

ATCG
　13825 に っ い て，保存菌株 の イ ソ ロ イ シ ン 生

産能を試 験 した，継代培養法以外の 保存株 は， ブイ ヨ

ン 寒天斜面上で 1 日培養 した後 に 用 い た．前培養は20

時間振愚培養を行なっ た，い ず れ の 方法で も著 しい 差

は 認 め られ な か っ た （Table　2）が ， 継代培養法以外 は

移植な しに長期保存が 可能 で あり， 最 も簡便な 凍結法

を 主 に 使用す る こ と と した．

　前培養条件　　大容 量 タ ン ク に よ る培養で は ， 前培

養もタ ン ク培養 に な る が，前培養 の 条件に よ り本培養
の 収率に影響が あ る の で，前培養条件を，

51 ジ ャ
ー

フ ァ
ーメ ン ター

に より検討 した．

　（1）前培養培地   検討　前培養培地 と して ，Table　1
に示す ご と く， 本培養培地 の 糖濃度 を 112（5％），BB

濃度を 112（5％） に した もの を今 ま で 用 い て きた．こ

の CO 培地を基本と して ， 前培養培地 の BB 濃度 に っ

い て 検討 した．ブ イ ヨ ン 寒天 斜面上 を菌を一
白金耳接

種 して 24時間坂 ロ フ ラス コ 中で 振盪培養 （種培養） し

口

85

‘

尾

（
ε
．

§。。｝τ
婁‘
耄
6、
罨、
ε

藝の

Cb，

！
　＼、ノ

’

ピ
窓0　　 40　　　0 　　　 20　　 60

　 　 　 　 CUl 凵r●ヒlm ● 〔hr ，

20　　 晶q

Fig．　L　Growth 　of β厂8卿 α 6 彪riumプ056駕珊 　in　var ｛ous

　 　 tranS艶r5，

　　　Breviba‘飴融 ηけ oseum 　ATCC 　l3825　was 　cu ！tured

　　
i・ P．00　ml ・h・ki・ g　 H ・・k・ c ・ n 面 ・i・g　5鰡 ・f

　　medlum 　as　seed 　cultures ，　 and 　was 　inocu且atcd 　to

　　
5’j・・ f・ m … t・rs （量・   ul ・ m ・Sl・ C　5％）・・n 撫 i・i・g

　　3 ‘ of 　mcdium 　as 　 a　 preculture．　 For　a 　 basa艮
　　medium

，　Medium 　CO 　was 　used ．　 Culture　oon ．
　　diti・ n ・ fe・ th ・ j・・ 色・m ・nt ・・ w 。．。 朋 f。ll。柵 ：

　　
temperature

， 30°C ；lnner　pre聡 ure
，
0。6Kglcm2G ；

　　
air

　
now

　rate ，
3．46tlmin

；agitation 　speed
， 250rpm，

BB （％）in

seed 　 culture 　 precUltUre

〈a ＞

（b）

（c ）

（d）

一
　　　　・・一 　 一
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た もの を，51 ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン タ
ー

に 5％接種して 前

培養を行な っ た．BBO ％ で は ， 菌の 生育 は き わ め て

良好 で あ っ た が，pH の 変動は大きく，　 BB 　1．6％ で

は ・ 種培養の BB 濃度 （0％ ，
1．6％） に無関係1こ同様

の 培養経過を示 した 。
BB 　3．2％ で は菌 の 生育 は か な

り抑制 され，pH が徐 々 に 上昇 した （Fig・1）。前報 3｝

で 報告 した ご とく，BB に よ る菌の 発育阻害が馴養に

よ りか な り緩和 され る こ と， 接種の と きの pH 変化 ，

菌の増植を 考慮す る と，前培養は BB　1・6％ が適 当で

あ る と考え られ る．以上の こ とに よ り，
BB 濃度を種

培養 ：0％ ， 前培養 ：1．6％ ， 本培養 ：3．2％ と した．

　（2）前培養時間 の 検討 5t ジ ャ
ー

フ ァ
ーメ ン ター

で

前培養後， 51 ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン タ
ー

に 5％ 接種して

本培養を 行 な っ た．前培養の菌体量 （OD ）が，15．0，

24．0，36．8 に な っ た とき，本培養に 接種した場合の 結

果 を Fig・2 に 示す．早い 時期 （菌体量15．0）に 接種 し

た もの が良い 結果を与え ， 菌体量が36．8に達 して か ら

接種 したもの は ， 菌の 生育が 悪 く糖消費が少なくイ ソ

ロ イ シ ン の 生成 は低 い．以 上 の 結果か ら， 菌体量が最

大生育時 の 1t3〜1／2 の 時が 適当 とい え る．

　消泡　　本醗酵の 場合 は，タ ン ク培養 で 発泡す る た

め ， 何らか の 方法で 泡を お さえ る こ とが 必要 で あ る．

　（1）消泡剤 の 添加　種 々 消泡剤 に つ い て坂 ロ フ ラ ス

t5

10

5

（
E
ε）
藷
。

＝
。

三

9
＝

一
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　コ （50　ml 仕込み）に 消泡剤を 1滴添加して 培養を行

な い 検討 した．そ の 結果 ， 大 豆 油，ラ
ードオ イ ル は消

泡効果が 少 な く， ア デ カ ノ ール LG −51 （旭電化（株），

非 イ オ ン 系界面活性剤）が有効 で あ っ た．しか し， ア

デ カ ノ
ール LG −51 は，培養の 初期 に 多量 に加え る と

菌の 生育を 阻害 した． C1 培地を用い て 5i ジ ャ
ー

フ

ァ
ー

メ ン タ
ー

で 培養を行 な っ た結果 ， 仕込み 時 に ア デ

カ ノ
ール 1・G −510 ・008％ を添加した 時は，

90 時間の

培養で菌体量 40〜60 （OD ），イ ソ ロ イ シ ン 1．2〜14　9／t

に 達 した■．しかし， 仕込 み時に 0．04％ 添加す る と，
90時間 の 培養で 菌体量 23 （OD ）， イソ ロ ィ シ ン 6．3g！l

に すぎな か っ た． さらに，培養終了液を Sl ジ ャ
ー中

で 通気攬持し，こ れ に 消泡剤を 添加 して 生 じる 泡の 高

さか ら消泡剤の 効果を調 べ た （Fig・3）．ア デ カ ノ
ー

ル

LG 　703 （旭電 化（株）， 非 イオ ン 界面活牲剤）は， ア

デ カ ノ
ー

ル LG −51 よ りさ らに 有効で あ っ た．

　 （2）機械的消泡　培養終 了 液を 5t ジ ャ
ー

中 で 通 気

撹拝 し， Fig・　4 に 示す消泡翼 （a ）ま た は （b）をつ けて ，

消泡翼の 効果を 調べ た （Fig．5）．安定 して 培養で き る

泡 の 高 さ は 13〜14　cm 以下で あり， こ の 高さに 発泡
す る 通気量 で 消泡剤の 効果を比較 した．（b）の 消泡翼
よ りも（a ）の 消泡翼が 有効 で あり，翼は 1段 よ りも2

段の 方が有効で あ っ た．ま た後 に 述べ る よ うに，酸素

移動速度 を 基 準 に ス ケ
ー

ル ア ッ プ が 可能なの で，内圧

を 上 げれば攪 拝 数 ま た は 通気量 を 下げるこ とがで き，

発泡を少 な くす る こ とがで きる．

　 醗 酵 タン ク の ス ケー
ル ア ッ プ　　ス ヶ

一ル ア ッ プの

基準として ， 酸素移動速 度 （亜硫酸 ソ ーダ 法）を 用 い

て 51 ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン タ
ー

で 検討を行 な い， さ らに

IOOI タ ン ク，600t タ ン ク に ス ーケ ル ア ッ プ して 同様
冒

の 収率が得 られ た．

　（1） 醗酵 タ ン クの 酸素移動速度　まず 5i ジ ャ
ー

フ

ァ
ー

メ ン タ 」
の 酸素移動速度を測定した．通気量，撹

拝数を変 え て 測定 した結果 （Fig・6），酸素移動速度は，

通気量 の 0．34乗 に 比例 し，攪拌数 の 2．9 乗 に 比例 した，
100♂お よ び 6001 タ ン ク に つ い て は，既に 報告 した5）．

　（2） イ ソ ロ イ シ ン 生成に及 ぼ す酸素移動速度の 影響

最 適 の 通気攪伴条件を求め るた め ，
5t の ジ ャ

ー
フ ァ

ー
メ ン タ

ー
で ， 酸素移動 速 度 を か え て （通気 量一

定 ；

3・461tmin）培養を行ない，1．16× 10u3g−mole ／t・min 付

近が イ ソ ロ イ シ ン 生成 に 好適で あり， 酸素移動速 度が

高 くな るとイ ソ ロ イ シ ン 生成が 低下 した （B ．amnlonia −

genes　IAM ・IMI 使用 ，　 Fig．7）・林部
e）らは，　 BaeiUtts

Sttbtilis を用 い る a一ア ミ ノ酪酸よ りの イソ ロ ィ シ ン 醸

酵に おい て ， ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン タ
ー

を 用い て ・κ4＝

3〜 8 × 106（g・mole 　02fml ・min ・atm ）の 範囲で イ ソ ロ イ

シ ン の生産が 順調 に行 な わ れ る こ とを報告 して い る．

こ の 時の 内圧を O・6Kglcm2 ！G と仮定すれば，酸素移

動速 度 は 1・0〜2・7 ×　los　9・m ・1・μ・min に なり， 本研

究の結果 に 近 い 値 で あ る．
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　（3）イ ソ ロ イ シ ン生成 に及ぼ す通気量と攪拌数の 影

響　酸素移動速度
一

定 （1・16　x　10−3　9・mole ！t・min ）で

通気量およ び 攪拌数 を か え て （通 気量 3，46 〃min
， 攪

拌数 250rpm お よび 通気量 0・6t／min ， 攪伴数 300　rpm ＞，
51 ジ ャ

ー
フ ァ

ー
メ ン タ

ー
で 培養を 行 な っ た．Fig．8 に

示 す ご と く，両者間で 差が認 め られ な い ，したが っ て ，

イ ソ ロ イ シ ン 生成 に 対 して は ， こ の 程度 で は 通 気量，

撹拌数の 影響が な く，酸 素移動速度基準 の ス ケ ール ア

ッ プ が 可能な こ とを 示 して い る、

　（4）醗 酵 タ ン クの ス ケ
ー

ル ア ッ プ 51 ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン タ
ー

にお け る 最 適酸 素移動速度 Ll6 × IO−Sg ・molc
幽

lt’min を基準と して，100　tタ ン ク に ス ケ ール ア ッ プ し

て 培養を行な っ た． 廃糖蜜を炭素源 とす る Medium

C1 を用 い て 培養を 行 な っ た 結果，88 時間の 培養 で
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　　 β厂朗 加6廓 翻 anunem
’
a
’
8enes　 ATCC 　 6871　 was

　 ・Ulta・red 　in　a　5’ja・ fe・m ・ nt ・・ at　30°

α 0 ・yg・n

　 transfbr　m 伽 in　bo出 （a ）and （b）were 　the　same

　 va 童ue ： Ll6xlO 胛3
（g　mole μ

・min ），　 Growth 　 was

　 measured 　by　 r¢ ading 　 the 　 optical 　 density　at

　 660nm ．

　　
一〇一

： ls・Leucine，一
●
一

： Sugar
，

　　
一

▲
一

： Growth
，　　一一一

： pH

13・9glt の イ ソ ロ イ シ ン が 生成 した．（Fig．9）．また

グル コ ース を 炭素源 とす る Medium 　G2 を 用 い て 72

時間培養で は 16．5g ／t で あ っ た．い ずれ の 培地に お い

て も，
5t ジ ャ

ー
フ ァ

ー
メ ン ター

で の 収率を 1001タ ン

クで再現するこ とがで きた． さ らに，Medium 　C 　I を

用い て 600t タ ン ク に よ る 培養を行な っ た， 通気量

300　ltmin・撹拝数 205　rpm ，内圧 O、6kglcm2G （酸素

移動速度 1・16× 10−39 ・moletbmin ） の 条件で 81時間培

養 し，
14・3gitの イ ソ ロ イ シ ン を生成 した （Flg，10）．

以上 に述 べ た ご とく， まず 5t ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン タ
ー

における最適通 気攪拌条件を求 め，酸素移動速 度 を 基
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　　 Brem
’
bacterium　reseum 　ATCG 　I3825　was 　culturcd

　　in　a 　 1001　 tank 　at 　 30℃ （inn・・ p・e・・u ・e ： 0．6　Kgl
　　cm2G ・air 　fiow　rate ： 40’lmin，　agitation 　speed ：

　　233rpm ）．　 Growtb 　was 　assayed 　by　reading 　the

　　optical 　density　at　660　nm ．
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準 に して 1001 タ ン ク，600tタ ン ク に ス ケ
ール ア ッ プ

す る こ とに 成功 した．

　（5）イ ソ ロ イ シ ン の 分離確認　まず ， 培養液の ア ミ

ノ 酸を ， ア ミノ 酸 自動分析器 （TeChnicon 拙 auto −

analyser ア ミノ 酸分析 セ ッ ト）に よ り し らべ た （Table

3）・ア ミ ノ 酸の 大部 分 は イ ソ ロ イ シ ン で ある が ， 他 に

ア ラ ニ ン ， リジ ン，バ リ ン ，プ ロ リン そ の 他 の ア ミノ 酸

も認 め られ た．つ ぎ に 培養液 よ りイ ソ ロ イ シ ン の 分離

を行な っ た．1001 タ ン ク培養 に よ り得 られた培餐液を，
Fig・ll に示 す操作 に よ り精製 し， イ ソ ロ イ シ ン の 結

晶を得た．培養液 49tを シ ャ
ープ レ ス 遠心分離機で 遠

心 分離 し， そ の 上澄液を Dowex 　50　W × 8（H ＋
）カ ラ

ム に通 して イ ソ ロ イ シ ン を 吸 着 させ ， ア ン モ ニ ア 水で

溶出， 濃縮を行 な い メ タ ノ
ール を添加 して イ ソ ロ イ シ

ン の粗結晶 424g を得た （上澄液 よ りの 収率一・67％）．

こ の 粗結晶 40g を水
一
メ タ ノ

ー
ル 法で 再結晶 し， 1次

結晶 （A −1）20・79，2 次結晶 （A −2）LO9 を 得 た．また

糧結晶 409 を等電点沈澱法 に よ っ て 再結晶 し， 1次
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Table　3．　 Amino 　acid 　compOsition 　of 　c山 ure 　Huid．

Amino 　 acid Concentration（9μ） Amino 　acid （】oncentration （gft）

Isoleucine

AlanineLysine

．VaHneProllneHistidine

Threon 玉ne

Glutamic 　 acid

Glyc三nePke

亘ylalanine

13．731

、331

．190

．420

．290

．190
．09G

．040

．040

．02

Arg 孟neAspartic

　acid

Cyst三neGysteineLeucincMethionine

SerineTryptophan

Tyrosine

0．000
．000

．000

．000

．000

．000

．000

．000

．00

M 畿諮
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Table 　4．　 Analyses　of 　isoleucine．

Sample

mmo 　aCl ＊　analysis

Japanese　standards 　l6i
．

food　addidves （1968）

　 Authentic　sample

　 Crude 　isoleucine

　 A −l

　 A −2

　 B−1

　 ｝レ2

　　　 （％）
Ileu　 Leu 　 Lys

　　 ［・］Be
（C ＝4，6NHC1 ＞

・・ n ・en ・ 認
e

黜 詈
SS

　（％）　　 （％）

十 38〜十41 °

　　　　＞ 98，5　　　＜O．02

10265960。0　　0．0

0．5　　 1．5
0．7　　 0．8

94　　　0．7　　　0．7

十40．6°　　　　　　　99。8
　 　 　 　 　 　 　 94．5

十 38．g°　　　　　101．0
十 35．80　　　　　　100．6

十36．g°　　　　　 95，7

十 39．20　　　　　 100．9

0．071

．100
．110

．470

，410

．07
＊

　11eu； isoleucine
，　Leu ： 1eucinei　LyS： 1ys互nc ．
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第 1 号 ，　 1 月〕 プ ロ ム 酪酸よリイソ ロ イ シ ン の 生産

結晶 （B−1）11・69
， 2次結晶 （B−2）5．09 を得 た． こ れ

らの イ ソ ロ ィ シ ン 結晶を 分析 した 結果を Table　4 に 示

す，すなわ ち ， ア ミノ 酸 の 自動分析を行な っ た結果，

粗結晶，A −1，　B−1 の い ずれ もロ イ シ ン
， リジ ン が含

まれて おり，また純度は再結晶で 上昇 し A −1，　B−1 と

もに約95％ で あっ た．さらに 食品添加物の 規格7｝に 従

っ て ， 比旋光度，含量 （過塩素酸 に よ る滴定）， 乾燥

減量を測定 した．A −1 お よ び B−2 が規格に適合した．

なお．A −1の 粗結晶よ りの 収率 は 76％ で あり， 上 澄液

よ りの 通 算収率 は 51％ で あ っ た．以 上の 結果か ら， 培

養液中に 生成 した もの が L一イ ソ ロ イ シ ン で ある こ と

が確認 され ， また 培養液 よ り L一イ ソ ロ ィ シ ン を 高純

度，高 収率で 分離す る工 業的精製法 の 可能性を示 して

い る．

要 約

　 DL 一α一プ ロ ム 酪酸 （BB ）を前駆物質 とする イ ソ ロ イ

シ ン 醗酵に お い て ， 培養条件 の 検討を 行 な っ た．

　1）　イ ソ ロ ィ シ ン 生 産菌を，凍結乾燥法 ， 鉱油重層

法 ， 凍結法，継代培養法 の 4種 の 保存法で 保存 し， そ

の イ ソ ロ イ シ ン 生産能を試 験 した が，い ずれ の 方法 も

差 が 認 め られ な か っ た．

　2） 前培養培地 の 検討を行な い ，

・
種培養 （BBO ％）

→前培養 （BB　l・6％）→ 本培養 （BB　3．2％）の BB 濃

度 が良好 で あ る こ とを認 め た．

　3） 前培養時間は， 菌体量が 最大生育時の 1t3〜112

に達 した時が 適 当で ある．

．晝z一

　4）・培養中著 しく発泡す るが ， 多量 の 消泡剤の添加

は 菌の 生育 を 阻害す る の で ，消泡剤お よ び機械的消泡

に つ い て 検討 した ．

　5） 醗酵 タ ン クの ス ケ
ール ア ッ プを行な うた め ， ま

ず亜 硫酸ソ
ー

ダ法 に よ り酸素移動速度 を 測定 した．つ

ぎに 51 ジ ャ
ーフ ァ

ー
メ ン タ ーを用 い て 通気攪伴条件

の 検討を行ない，酸素移動速度が ス ケ ール ア ッ プの 基

準と して 使用可能で あり　12 × ！O−6g ・
mole 　l　l．rnin が

最適で あ っ た．こ の 結果を もとに して ，
1001 タ ン ク，

6001 タ ン ク に 好収率 で ス ケ ール ア ッ プ す る こ とに 成

功 した．

　6） 培養液 よ り， 食器 添加物基 準 の 比旋光度含量，

乾燥減量 に適合するイ ソ ロ ィ シ ン 結晶を収率51％で 得

た．
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