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?-nliJ: 序論

1-1. はじめに

本論文は微生物保持粒子に固定化された糸状菌の菌休内リバーゼ生産お

よびそのエステル転移反応への応用について検討したものである。

リバーゼ酵素は油脂であるトリグリセライドをグリセリンと脂肪酸に加

水分解するが、微水反応系においては加水分解反応が抑制され、トリグリ

セライドのアシル残基を他の脂肪酸と交換するエステル転移反応を触媒す

る。酵素であるリバーゼはトリグリセライドに作用する際の位置特異性、

また脂肪酸に作用する際の基質特異性を持つなど、通常の化学触媒にみら

れない特徴を有している。したがってリバーゼを用いたエステル転移反応

では原理的には油脂中の脂肪酸組成を任意に変化させることが可能である

ので、近年油脂化学工業界では新機能性油脂の開発、油脂の物性改善を目

的としてこの酵素的エステル転移反応が非常に注目されている。

一般的には図1-1に示すような固定化酵素法によるエステル転移反応が

数多く検討されており、実用化されつつある O 1)すなわち酵素は微生物を

培養した後、濃縮や脱塩等の工程を経て、単離精製され(菌体外酵素)、

その後何らかの担体に固定化されてはじめて、反応触媒として利用される。

しかしながら、このような酵素の精製、固定化工程に非常にコストがかか

り、如何にしても醇素が割高になってしまうという欠点をかかえている。

Macrae 2)、山根 3)、橋本 4)、間瀬ら 5)も指摘しているように現状における

リバーゼの市場価格はアミラーゼやプロテアーゼとの比較において高価で

あり、それがリバーゼ、の工業的利用を妨げる一つの要因となっていると思

われる。したがって工業的に有利なエステル転移反応フ。ロセスの開発には

固定化酵素の調製コストを低減することのできる技術の開発がキーとなる。

本研究で、は固定化酵素の調製コスト低減策のーっとして、リバーゼを生



産する微生物を直接、酵素斉1J(凶体内防菜)として佼JTIできれば図 1-1に

示すごとく酵素精製、固定化工程を省略でき、経済的に有利なプロセスを

提供できると考え、検討を開始した。

このような菌体法によるエステル転移反応の技術開発には、微生物の菌

体内リバーゼ生産を促進する培養条件の選定、さらに微生物菌体の取り扱

いを容易にするために、微生物の効果的な固定化法の開発、固定化微生物

の大量培養法の開発、および固定化微生物バイオリアクターの開発が要求

される。これらの検討に培養工学的手法、化学工学的手法を応用すれば、よ

り高度な技術開発が可能である。

そこで本章では本研究と関係の深い (1) 微生物によるリバーゼ、生産，

(2 )エステル転移反応，および (3) 微生物保持粒子への固定化に関する

既往の研究を紹介し、本論文の目的と内容について述べることにする。

a )酵素法

微生物ト→菌体外リバーゼト寸酵素

培養 酵素精製 I I固定化

b )菌体法

微生物培養

固定化

乾燥

(水分調製)

図1-1. 酵素法と菌体法の比較



1-2 微生物によるリ バーゼ生産に附する既往の研究

リバーゼはアミラーゼ、プロテアーゼとともに 3大消化酵素の 1っとし

て、生物の生命維持に重要な役割を果すものである。したがって、その研

究の動向は生物化学、医学、生理学等の学術分野はもとより、また応用酵

素の領域、例えば油脂化学工業の分野でも常に注目されている。 自然界に

おけるリバーゼの分布は広く、動物界では作臓、肝臓などに、植物界では

ヒマシ、燕麦などに、また微生物界ではカビ¥酵母、バクテリアなどに見

出されている。しかしながら工業的な酵素給源としての見地からは、動物

臓器や植物種子を給源とするものは無尽蔵にうることができず、また水に

抽出されにくく不安定であるという欠点を持っている。これに対し微生物

起源のものは自然界に多種多様に存在する微生物の中から目的にあったリ

バーゼを生産するものを選び出し、その培養条件を種々変更することによ

って人為的に酵素の生産性を高めることができるので工業生産には有利で

ある。このような背景から、たとえばマーガリン、ショートニングなどの

加工脂の製造において水素添加とならぶ重要な技術である油脂のエステル

転移反応などに利用されるリバーゼは、大部分が微生物によって生産され

ている。

微生物によるリバーゼの工業生産においては、酵素精製の簡便性から菌

体外リバーゼを得ることを目的として、微生物のスクリーニングを行ない、

それぞれの微生物を最適条件で培養したのち、菌体外に分泌されたリバー

ゼを分離精製して市販している。しかしながら Macrae2) も指摘している

ように現状におけるリバーゼの培養生産収率は十分ではなく、結果として

リバーゼ酵素は高価であり、工業的には高価な製品を生産する以外にはそ

の応用は期待できない状況下にある。したがって既往の研究においては、

リバーゼの安価な供給を目的として、 高生産菌の発見、効率的な情養法の

開発、遺伝子操作を利用した安定性と特宍性に優れ、爽永住酵素産生の少な
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い日リバーゼ生産菌のかj製などが主として検討されている。

微生物の中でもリバーゼの生産性、分泌性の見地から糸状閣について多

くの研究がなされている。 Rhizopus属の菌株に関して、岩井ら 6)は監i二

空目豆 de1emarの培養条件とリバーゼ生産の関係を検討し、ぺプトン、コ

ーンスイープリカ一、あるいは大豆粕のような有機態窒素源を相当量添加

した培地において、著しくリバーゼの生産性が増大することを示し、また

培地組成に支配されて、タンパク的性状をやや異にするとみなされる3種

のリバーゼを生産することを報告している。さらに同菌株の培地組成に関

して、 Espinosaら7)は炭素源としてデキストリン、窒素源として酵母エ

キスが適切であり、また脂質関連物質の添加がリバーゼ生産を促進し、中

でも Tween80が効果的であるという結果を得ている。また Mohsenら8)

はグルコース、ペプトンをそれぞれ適切な炭素源、窒素源として報告して

おり、最適培養温度は30
0Cとの結果を得ている。 Giuseppin9

)は Rh.dele-

merの培養時における溶存酸素濃度の影響について検討を加え、 47μmo1/1

以下の酸素律速状態がリバーゼ生産を促進することを見い出している。他

のRhizopus属の菌株について、 Nahas10
)、宇佐美ら 11 )がRh.0ligospo-

rusのリバーゼ生産条件を検討しており、それぞれ炭素源としてTweens、

オリーブ油が適切であるとの結論を得ている。 Rh.japonicusについては

Aisakaら12)の報告があり、レシチンのようなリン脂質の添加が著しく本

菌のリバーゼ生産を促進し、これはレシチンによりリバーゼの分泌が促進

されるためであるとの結論を得ている。 Akhterら13)は Rh.arrhizus， Rh. 

Japonlcu~ ， Rh. Qe1emar， Rh. nigrlcansのリパーゼ生産に対するオリー

ブ油の影響を検討し、オリーブ油の添加培地では菌体外活性は低下し、リ

ノぐーゼ、の失活速度が速くなることを示唆した。加えてAkhterら]")はオリ

ーブ油、マスタード油、トリブチリン、ヤシ油を用いて、 Rh.arrhizus， 

Rh. japonocu~ ， Rh. Qryzaeのリバーゼ生産に対するトリグリセリド種の

影響を調べ、生産されるリバーゼの生成阻害や基質特異性に特別な変化を



見出 さなかったと報告 した。こ のように也主盟旦主席の糸状菌の中には日い

リバーゼ生成能を持つものが多く 日本においては天野製薬(掬でRhizopus

niveus由来のリバーゼが、大阪細菌研究所でBhizopusjaponicus由来のリ

バーゼがすでに工業生産されている。 3) 

Rhizopus属以外の糸状菌に関して、 Nakaら15)は也竺Ijavanicusのリ ノ.

ーゼ生産性の向上について検討を加え、培養時間の短縮と培養ブロス中で

最大活性が得 られた後のリ パーゼの安定性に大豆油の添加が効果的である

ことを示した。 Penicilliumcitrinumのリノ〈ーゼ生産条件については

Sztajerら16)の報告があり、炭素源としてスターチ、窒素源としてぺプト

ン、温度 22
0

C、pH7.2、インデューサーとして菜種油が最適であると報

告している。 Petroviどら 17)はPenicilliurr1roquefort iのリバーゼ生産に

対する炭素源の影響を検討し、 2%グルコースが適切であることを示唆して

いる。 AspergillusfoetidusについてはNairら18)が検討しており、 2%オ

リーブ油および 0.5%シュクロースからなる培地で最大活性が得られたと

報告している o Omarら19)はHumicolalanugirlosaの生産する耐熱性リバー

ゼの生産条件を検討し、インデューサーとして鯨油あるいはビーバー油、

消泡剤としてシリコンKm-70を含むソルビトールーコーンスティープリカ

ー培地が最適であるとの結論を得ている。現在、 Aspergillusnl巴E由来

のリバーゼが工業生産され、市販(天野製薬附より)されている。 3) 

酵母由来のリパーゼでは、 candidarugosa (Candida cylindracea)につ

いて、 Valeroら20)の報告があり、バクテリア由来のリバーゼでは、 Okeke

ら21)によって、 Acremoniumsticturr1の静置培養における最適条件が検討

されている。

上述のごとく、微生物によるリパーゼ生産に関する既往の研究のほとん

どは菌体外リバーゼ生産を促進する培地組成、すなわち炭素源、窒素源、

脂質関連物質(インデューサー)の検討、および通常の撹祥槽での回分培

養における最適な培養温度、 pHの検討にその中心課題をおいている O しか



しながら、既に述ーべた如く、これらの条件は使用する微生物に依存してお

り、新たな微生物を使用する場合はその微生物に特有な最適条件をその都

度、検討しなければならないと考えられる。

このような回分培養における培養条件の最適化により、微生物リバーゼ

の生産性をある程度高めることができ、リバーゼの生産コストをかなり低

下させることに貢献したが、前述のごとく、工業的利用を考えた場合には

まだまだ十分とはいえず、最近、流加情養などの培養工学的手法あるいは

遺伝子操作等のニューバイオテクノロジーを応用してさらなる生産性の増

加が試みられている。以下最近のトピックスを紹介する。

Lechnerら22)は彼らが開発した透析培養槽を用いて、リバーゼ分泌遺伝

子を導入したStaphylococcuscarnosusの高密度培養および菌体外酵素生

産を試みた。透析によって酸、アルコール等の増殖阻害をひきおこす生産

物濃度を低レベルに保つことができ、結果として、 60g dry cell/lの高

菌濃度を実現し、菌体外タンパク質の約30先に相当するリバーゼ(230mg/l) 

の生産に成功している。 Voitら23)は同じくリバーゼ分泌遺伝子を導入し

たStaphylococcuscarnosusのリバーゼ生産に彼らの開発した遠心場バイ

オリアクター (Centrifugalfield bioreactor)を適用し、 578units/l/h 

(フラスコ培養の10倍)の高リバーゼ生産性が得られたことを報告してい

る。 Voitら23)の検討結果によれば、 Staphylococcuscarnosusのリバー

ゼ生産収率および最大増殖速度はフラスコ、透析培養槽 22)、遠心場バイ

オリアクターで差がなく、笠豆phylococcuscarnosusのリバーゼ生産は増

殖連動型であり、その生産速度は培養補の酸素移動速度に比例する。遠心

場での酸素移動速度は通常の気泡塔(重力場)に比べ、数オーダ一高く、

理論的には遠心場ノくイオリアクターにおいて、 100g/lの高菌濃度、 6600

units/l/hの高生産性が得られると指摘している。

既に、天野製薬(附で工業生産されているPs豆udomonasfluorescens由来

のリバーゼの生産性向上に流加培養法の適用が試みられている。 Suzuki
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ら24)は培養基質であるオ リーブオ イルの比基質供給泌皮Tを0.04-0.06(g-

oil) (g-dry cell)-l (h)-lの範囲にコントロー ルすることが Pseudomonas

fluorescensのリバーゼ生産に効果的である事を見い出し、 増殖速度に対

応するものとして、培養時の二酸化炭素生成速度をオンラインで測定 し、

二酸化炭素生成速度に対するオリーブオイ ル供給速度を変化させた。その

結果、菌体濃度が60g/lまではオリーブオイル供給速度を50g oil/mol 

C02とし、その後30g cil/mol CO2に減少させることにより、 1980units/ 

mlの高 リバーゼ活性を得ることに成功し、回分培養に比べ、リバーゼの生

産性および収率共に増加したと報告している。さらに Ishiharaら25)は

Pseudomonas f1uorescensの菌体濃度を直接、レーザー濁度計を用いて測

定し、比基質(オリーブオイル)供給速度を最適値にコントロールした。力日

えて、 Ishiharaら25)は過剰のFeイオンがPseudomonasf1uorescensのリパ

ーゼ生成を阻害することを見い出し、濁度を指標、にしてオリーブオイルと

Feイオンを同時に流加する事により、 5600units/mlの極めて高いリバー

ゼ活性を得ている。

しかしながら、これらの方法 22-25)は工業生産への応用を考えた場合、

複雑な形状を有する培養槽のスケールアップ、培養基質として高価なオリ

ーブオイルを使用している点など、まだまだ多くの検討課題を残している。

遺伝子操作を応用した例として、 Huge-jensenら26)はRhizomucormie-

也iのリバーゼ生成に関する遺伝子をAspergi11旦s0ryzae'こ導入した。こ

の遺伝子組替え麹菌によりリバーゼの大量生産がノボ生化学工業によって

実施されているようである(日経ノくイオテク:1988年2月1日号)。また本

酵素は洗剤j用酵素として、コンパクト化洗剤に配合され既に消費者向けに

売り 出されている。 しかしながら、本酵素の価格は数1000円/kg程度で、あ

り、まだまだ工業的利用を考えた場合、 安価であるとは言い難い(日経ノく

イオテク:1988年2月15日号)。

以上、紹介した研究例はすべて菌体外リバーゼをその研究対象としてい



る。本研究と関係の深いじ自体内リバーゼに関してはBlainら27)が多くの糸

状菌において生産されたりパーゼ(活性)の一部が菌体内に残存する事を

報告して以来、 Bellら28) ，Pattersonら29) Knoxら30)によってRhizopus

arrhizusの乾燥菌体を利用したエステル合成が試みられている。しかしな

がら、彼らは単にRhizopusarrhi~llsが菌体外リバーゼを生産する際に菌

体内に認められた残存リバーゼ活性を利用しているに過ぎず、菌体内リバ

ーゼ活性を高めるような培養条件等、何ら検討されていない。 Gomiら31 ) 

は酵母Saccharomycopislipolyticaをオリーブオイルや長鎖脂肪酸(例え

ばオレイン酸)を含む倍地で培養すると菌体内リバーゼ活性が上昇するこ

とを報告し、太田ら 32)は本菌の乾燥菌体の油脂のエステル交換反応への

応用を試みている。しかしながら、詳細は次項(1-3)で詳しく紹介するが

Saccharomycopsis lipolyticaの乾燥菌体の場合、エステル交換反応助斉1J

として、セライトを添加する必要があるなどの技術的課題を残している。

したがって、菌体内リバーゼを利用する本研究では、優良な菌体内リバ

ーゼ生産株の選定、菌体内リバーゼ活性を高める培養条件の検討、菌体内

リバーゼ活性を効率よく発現させることのできる乾燥条件の検討が重要と

なるであろう。



1-3. エステル転移反応に関する既往の研究

リバーゼは、いうまでもなく、トリグリセライドを加水分解してグリセ

リンと脂肪酸にする酵素であり、 triacylglycerolacylhydrolase， E.C. 

3.1.1.3と命名されている。しかし最近、この反応以外にも種々の反応を

触媒することが明らかになってきた O これらリバーゼ反応は 1)エステル

の加水分解、 2〉エステル合成反応、 3)エステル転移反応Ctransesterifica-

tion)に分類される。さらにエステル転移反応はエステルと反応する相手

の化学種によって、 3-1)アシドリシス (acidolysis)、3-2)アルコホリシス

(alcoholysis)、3-3)エステル交換(interesterification)、3-4)アミノリ

シス (aminolysis)の4反応に分類される。これらについては山根 3) 33)の総

説に詳しく述べられている。

油脂の加水分解やエステルの立体特異的加水分解などは工業的に重要な

反応ではあるが、後述の如く、本論文の目的は菌体内リバーゼの転移反応

への応用であるので、ここでは触れないことにする。リバーゼの触媒作用

は可逆的であり、微水系ではエステルの合成を触媒する。油脂工業で付加

価値の高いリバーゼ反応としてはエステル合成やエステル転移がより重要

のようで、現在、最も興味をもたれている反応は、安価な油脂からカカオ

バター代用脂を合成する反応である。製菓用(主としてチョコレート)の

原料として、油脂の中でも比較的高価なカカオ脂は、 1，3位に飽和脂肪酸

であるパルミチン酸あるいはステアリン酸を、 2位に不飽和脂肪酸である

オレイン酸ををもっ対称型トリグリセライドである。そこで、安価な油脂

(2位に不飽和脂肪酸を多く含むもの:自然界に比較的多く存在する。)

と脂肪酸あるいは脂肪酸エステルに 1，3位置特異性リバーゼを作用させて

カカオノくタ一様油脂を製造する研究が多数報告されている。 1)2)4)34-37)

本研究においても菌体内リバーゼをこのカカオバター代用脂製造プロセス

に応用することを最終目的としている O



油断工業でのリバーゼによるエステル転移反応の特徴として、まず反応、

基質(油脂、脂肪酸)が水に難溶であることが挙げられる。しかしながら

リバーゼに限らず酵素の活性発現には、酵素がアクティブはコンホメーシ

ョン (3次元構造)を維持するために最低量の水の存在が不可欠であるこ

とが最近の研究により明らかになりつつある。 38-40)したがって、如何に

して水に難溶の基質中で酵素まわりに微量の水分を保持させて反応させる

かが重要となる。既に述べたように酔素まわりの保持水分量が多いと加水

分解反応が促進され、目的とする転移反応の収率は低下する。したがって

既往の研究においてはリバーゼを何らかの担体に固定化し、担体中の水分

濃度を乾燥などの操作により、適切量に調整して、エステル転移反応に用

いている。また酵素の活性発現に必要とされる水分量は非常に少なく、基

質である油脂や脂肪酸中に存在する水分量、あるし、はこれらの基質を溶解

した有機溶媒(ヘキサンなど)中の水分量 (ppmオーダ-)で十分である

ようで、酵素を固定化せず、直接、粉末状態(固体酵素)で反応に供した

報告41-50) もある。これらの研究例はリバーゼがどのような反応を触媒す

るか、酵素の活性発現あるいはエステル転移反応に水がどの程度必要であ

るか、といったようなリバーゼ反応の基礎研究、あるいは純酵素化学的検

討がその中心課題である。また安島、稲田 51)によって報告されているよ

うなリバーゼをポリエチレングリコールで修飾して有機溶媒に可溶化して、

エステル転移反応に利用する試みもなされている。しかしながら、工業的

には高価な酵素の再利用あるいはリバーゼの触媒機能を最大限に発揮させ、

酵素を有効利用できるようなバイオリアクターの梢築を考えると、やはり

固定化法の方が有利であろう。脂質類の酵素的変換バイオリアクターは最

近、活発に研究されており、山根 52)の総説に紹介されているようにエス

テル転移用バイオリアクターとして、充填層型バイオリアクタ一、超臨界

ガスバイオリアクタ 48) (ここでは、酵素は固定化せずに用いられてい

る。)、膜型ノくイオリアクターが報告されている。そこで、ここではノくイ
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オリアクターの構築を念頭に置いた固定化リバーゼによるエステル転移反

応の研究例を紹介する。

Yokozekiら5S)はRhizopusdelemar由来のリバーゼの種々の光硬化性樹

脂、ウレタンプレポリマーへの包括固定化、また種々の多孔性シリカへの

物理吸着、イオン結合、共有結合による固定化を試み、ヘキサン中でオリ

ーブオイルとステアリン酸のアシドリシス反応によりカカオバター採油脂

を生成する活性(エステル転移活性)を比較した。すべての固定化酵素に

おいて活性発現は認められたが、中でも疎水性の光硬化性樹脂に包括固定

化したもの、セライトに物理吸着したものが高活性を示し、包指固定化は

リバーゼの操作安定性を増加させたと報告した。 Yokozeki58
)らの先駆的

研究に端を発し、その後多くの研究者によってリバーゼのセライト(けい

そう土)への固定化、ならびにそのエステル転移反応への応用が検討され

ている。固定化担体としてセライトが注目を集めた理由として、既にろ過

助剤等で食品工業に利用されており、安全である点が挙げられよう。

Wisdomら54)は3種類のけいそう土について、パーム中融点部とミリスチ

ン酸のアシドリシス反応を対象として、住E笠gillus属糸状菌由来のリバ

ーゼの固定化担体としての適切性を比較検討した。彼らの検討結果によれ

ば、 3種類のけいそう土の中ではHyfloSupercelが最も高いエステル転移

活性を示した。興味深い結果として、これら3種のけいそう土についてリ

バーゼの加水分解活性についてはほとんど差を見い出さず、そのエステル

転移活性については有意差を見い出している。電子顕微鏡によるこれらけ

いそう土の内部構造と固定化リバーゼ酵素(沈澱)の観察から Hyflo

Supercelの表層近くあるいは内部空隙の一部に形成されている薄いリバー

ゼ酵素の層が有効に働いているのではないかと推察している。またWisdom

55)らはセライト上に粗精製リバーゼをアセトン沈澱、回定化する際に粗

精製リバーゼ、中に存在すると考えられるリノぐーゼ以外の物質(タンパク質)

影響を検討し、共存物質の存在は加水分解活性を変化させることなく、エ
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ステル転移活性を低下させることを示した。エステル転移活性を地力11させ

るには粗精製リバーゼの濃度を増加させる、あるいは組精製リバーゼに精

製リバーゼを加えて沈澱させるのが効果的であると報告している。しかし

ながら、リバーゼ濃度を上昇させてもある濃度以上ではエステル転移活性

はプラトーになり(加水分解活性は比例して増加する。)、担体内でエス

テル転移反応に効果的に働く酵素界面が飽和するためではないかと推察し

ている O さらにWisdomら56)は担体内エステル転位活性を増加させるため

にRhizopusarrhizus由来のリバーゼをセライトに固定化し、 2.9-1のカラ

ムリアクターでシアオレインとステアリン酸、シアオイルとミリスチン酸

のバッチェステル転移反応を実施し、シアオレインでは3日間で50kg処理

しでも殆どリバーゼ活性の低下は認めなかったが、シアオイル(シアオレ

インに比べ低グレード)を用いた場合、徐々に活性が低下するpoisoning

effectを報告している。

長田ら 57)は市販の 3種類のリバーゼ(LipaseOF， Lipase A， Lipase TO 

YO)をCe1ite545に固定化したもの、およびノボ社より市販されている固

定化酵素 Lipozyme (多孔性陰イオン交換樹脂にMucormieheiのリバーゼ

を固定化したもの)を用いて、 トリオレインとノぐルミチン酸のアシドリシ

ス反応の最適水分量について検討し、使用する酵素により違いがあること

を示した。さらに最適水分条件においてトリオレインとエイコサペンタエ

ン酸(EPA)、ドコサヘキサエン酸(DHA)のアシドリシスを実施し、 EPA導入

率はLipaseOFで最も高く、 DHA導入牢1はLipaseTOYOが巌も高いと報告し

た。加えて、いわし油へのEPA， DHAの濃縮を試み、 この時のEPA導入率は

Lipase TOYOで最も高く、 DHA導入率はLipozymeが最も高いことを示した。

Kaima1ら58)はリバーゼの脂肪酸に対する基質特異性が低温では不飽和

度の高い脂肪酸に対して高くなる性質を利用し、セライトに固定化したブ

タ勝臓リバーゼ、およひ~'Lipozymeを用いて、 1 QOCでのアシドリシス反応を

行なうことにより、大豆油フレ-バーの不安定要因である大豆油中のリノ
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レン酸量を日以下に低減することができたと報告している。 Mittelbach59
)

はCandida由来のリバーゼをビーズ状のアクリル樹脂上に固定化したもの、

および Lipozymeを用いて、サンフラワ一泊と種々のアルコールとのアル

コホリシスを石油エーテル中で実施し、十分な反応速度が得られたこと、

長鎖アルコールほど反応速度が高くなることを示した。

以上、紹介した研究例はすべて、固定化リバーゼをノくッチ反応で利用し

たものである。酵素を固定化することのメリ ット の 1っとして、連続反応

への展開が考えられる。そこで次に連続操作によるエステル転移反応の研

究例を紹介する。 Macrae60
)はRhizopusniveus由来の酵素をけいそう土に

固定化したものを充填した充填層型ノくイオリアクターにパーム油の中融点

部とミリスリン酸を石油エーテルに溶解した反応液を一定流量で辺液した

連続アシドリシスを実施し、反応液中の水分濃度を予め飽和濃度とするこ

とにより、リバーゼ酵素は安定で、約 600hの連続操作が可能で、あった

と報告した。松本ら 37)は同じく充填層型バイオリアクターを用いた、パ

ームオレインとステアリン酸の連続アシドリシス反応によりカカオバター

代用脂の生産を検討している。彼らはエステル転移能の高いリバーゼとし

て、 Alcaligenes起源のリバーゼを選択し、最適な固定化担体として、イ

オン交換樹脂 (DEAEトヨハ.-)v 650)を使用している。松本ら 37)のプロセスの

特徴は酵素活性を維持するために系内の水分を制御する代わりに、エタノ

ールを添加する方法を開発したことであり、エステル転移率を一定に保つ

ように流速を調整しながら、約360円の連続反応が実胞され、酵素の活性

半減期は180--200日と報告されている。

Yamaneら61-63)はPseudomonasfluorescensのリバーゼおよび彼らが開

発した微孔性薄膜型バイオリアクターを用いて、アルコホリシスのl穏で

あるグリセロリシス(油脂とグリセリンの反応)の連続反応を実施した。

テフロン膜の方がポリプロビレン膜に比べ、より高い反応率を与え、この

反応におよぼす一番大きな影響因子はグリセリン中の水分であり、その水
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分濃度の述続測定にフローセル引の屯気伝導度~1-の利用が有効で、あること

を示した。酵素の活性半減期は約3週間であると報告されている。さらに

このバイオリアクターのスケールアップについても検討さ れており、膜総

面積あたりの油流量を基準にスケールアップ可能であることが示唆されて

いる。 64)

最後に、本研究と関係の深い乾燥菌体内リバーゼを利用した研究例につ

いて述べる。前項(l-2)で少し触れたが、太田ら 32)は Saccharomycopsis

lipo1yticaと細菌(未同定)の乾燥菌休よるオリーブ油とステアリン酸の

アシドリシス反応を検討した。乾保菌{本を調製する際に使用する有機溶媒

として、酵母ではアセトン、細菌ではイソプロビルアルコールが適切であ

ることを示した。また酵母細胞のエステル交換反応の最適pH、温度は8.0，

35
0Cであり、加水分解反応のそれらに比べ、それぞれアルカリ側、高温側

に偏侍していることを示し、最適水分濃度は酵母では 1%、細菌では0.25%

であると報告した。さらに脂肪酸に対する特異性についても検討を加えて

いる。しかしながら、これらの乾燥菌休では反応助剤としてセライトを加

えなければ反応が起こらないという技術課題を残している。

1-2項で少し紹介したように、エステル転移反応ではないが、 Bellら28)

はリバーゼを含有するRhizopusarrhizusの乾燥菌体がノ〈ルミチン酸とオ

クタノール、グリセリンとオレイン酸のエステル合成を触媒すること示唆

した。 Pattersonら29)は同乾燥菌休を用いたグリセリンとオレイン酸のエ

ステル合成反応およびセチルリノレートの合成反応を充填層型リアクタ一、

撹狩糟型リアクターで実施し、リアクタ-内の菌体量当りのエステル化率

は充填層 リアクターの方が若干優れていると報告 した。さらにKnoxら30)

は同乾燥菌体を用いたセチルアルコールとオレイン酸からのセチルオレー

ト、 lーオクタノールとオレイン酸からオクチルオレートの合成を検討した。

バイオリアクターとしては、乾燥菌体を充填したリアクターと合成反応に

よって生成した水を除くためのモレキュラーシーブを充填した充填カラム
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より構成されるループリアクターシステムを用いている。反応、液の流量、

酸濃度、アルコール滋度、水の除去速度などの録作量が合成反応速度に与

える影響を調べ、最適条件では 19---58 x 10-8 (mol) (s) -1 (g-mold)-l程度

の反応速度が得られ、約 300hの連続操作が菌体内活性を殆どロスする事

なしに可能であったと報告している。しかしながら、彼らの用いたRhizo-

胆sarrhizusの菌体内活性は 50U/(g-cell) (加水分解活性)程度であり、

工業的応用を考えた場合にはさらなる活性の増加が望まれる。

エステル転移反応においては、反応系の水分濃度が重要なファクターで

あり、上述の固定化酵素を用いた多くの研究においてもその影響が検討さ

れている。しかしながら、これらはノくッチ反応における初期水分量、ある

いは充填層型リアクターに供給する反応液中の初期水分濃度について検討

しているに過ず、実際に反応が起こっているリアクター内の水分濃度の影

響については何ら検討されていない。工業的に高価なリバーゼ酵素を有効

利用するためにはリアクター内の水分濃度を制御できるようなバイオリア

クターの開発が望まれ、それを可能とするようなリバーゼの使用形態(固

定化酵素)を探究することが重要となるであろう。
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1-4.微生物保持粒子への回定化に閃する既往の研究

酵素、微生物あるいは動植物細胞などの生体触媒を固定化し、有用物質

を生産する研究は近年ますます盛んであり、実用化例も多く発表されてい

る。微生物や細胞を固定化する方法としてはアルギン酸、 κーカラギーナ

ン、寒天なと、の天然高分子材料あるいはポリアクリルアミド、光硬化性樹

脂やウレタンプレポリマーなどの合成高分子材料を用いる包括法が一般的

である。しかしながら、包括法は微生物の回収工程や固定化工程における

無菌操作が煩雑であるという欠点を持っている。また、固定化した微生物

が増殖する場合にゲルの破壊がおこり、長期連続運転をする上で非常に問

題となる。

これに対して、 Atkinsonら65)66)は球状に加工したステンレススチール

やポリウレタンフォームなどの多孔性物質による固定化法を開発し、種々

の微生物に応用している。彼らはこのような多孔性物質を BiomassSup-

port Particles (以下 BSPs)、すなわち微生物保持粒子と呼んでいる。こ

の方法は予め増殖させた菌体や細胞を人為的に固定化するのではなく、微

生物の付着特性を利用して、例えば増殖過程で自然、に付着固定化するもの

で、いわゆる passive な物理的吸着による固定化法である。 BSPsによ

る固定化法は次の特徴を有する。

(1)ゲル化剤、固定化反応試薬が不要

(2 )基質や生産物の粒子内物質移動速度が大きい

(3)無菌操作が容易

(4 )担体(BSPs)の再使用が可能

(5)担体の機械的強度が高い

当然、のことながら、固定化微生物法の利点である

(6)ノくイオリアクタ-内の微生物濃度が高められる

(7)多段階酵素反応に利用できる
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(8)生産物の分献が容易である

などの特徴をを兼ね備えている。

ここでは微生物、動植物細胞のいくつかのおPs固定化例をノくイオリアク

ター形式も含めて紹介する。

まず糸状菌の固定化例を紹介する。 Kobayashiら67)はペニシリン生産菌

である Penicilliumchrysogenurr1の回定化用担休としてポリウレタンフ

オームを用いて、流動層型ノくイオリアクタ -(Fluidized bed reactor〉

(FBR)によるペニシリン生産におよぼす担体添加量および、酸素移動符量係

数 kLaの影響を検討した。回分操作における最適な担体占有率，辺気線

速度を明らかにし、その条件下で反復回分操作を行ない、 BSPs固定化菌体

により半連続生産が可能であること、またペニシリンの生産収率が約2倍

上昇することを示した。さらに連続培養を実施し、培養液中の残存基質濃

度をゼロとするように連続定常操作することによって、高いペニシリンの

比生産速度、生産収率が得られることを示し、このような操作条件下で、

約 2ヶ月間高ペニシリン生産濃度を維持することができたと報告した。 68)

Karhootら69)は Rotatingdisc fermentor (RDF)を用いて、ポリプロピ

レン、ポリカーボネート、ステンレススチール、ナイロン、ポリスルフォ

ン製のディスクへのPenicil)iumchrysogenumの付着性およびディスク上

でのフィルム増殖の度合いを比較した。検討した材料の中ではポリカーボ

ネートが最適であり、ポリカーボネートを装着こしたRDFにおいては国体は

直線増殖し、回定化PenicilliuITchrysogenuIT1により、約6日間安定してペ

ニシリンが生産されたと報告した。

ペニシリン醗酵にBSPsが応用された背景として、 Gbewonyoら70) 7 1 )によ

る多孔質球体のセライトビーズの表面に医位三ι斗盟 chrysogenuITlの生物

膜を形成させたぺレットを気泡塔型ノくイオルアクタ- (Bubble column 

reac tor) (BCR)内で浮遊培養した試みが挙げられる。これは酸素移動の観

点から小粒径のぺレットを形成するように増殖させた方が、パルビー増殖
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させた場合よりもペニシリンの生症でtが優れているという Ko nigら72)の

報告に基ず‘いて人為的なべレット形成を試みたもので、 Kimら73)によって

も同様の試みがバイオリアクターとして、 FBRを用いてなされている。ま

た、最近、 Kerhavarzら74)によって 250---320-1の実容積をもっ Air-lift

reacter (ALR)を用いて、大スケールでのセライトへの Penicillium

drysogenuJT1の固定化およびそのペニシリン生産が検討報告されている。

次に、酵素セルラーゼ生産への応用例を示す。 Webbら75)はTrichoderma

virideの固定化担体として、球状のステンレススチールBSPsを用いて、

Spouted bed fermentor (SBF)内でセルラーゼの述続生産を検討した。連

続生産における収率および生産性はバッチ生産に比べ、それぞれ 31%、 53

先上昇することを示し、固定化菌体のセルラーゼ比生産性は固定化しない

ものに比べ、約 3倍高かったと報告した。 Tamadaら76)は Sporotrichum

ce11u1ophi1uJT1をポリエステル不織布に固定化し、セルラーゼの反復回分

生産を実施した。不織布内での増殖は不織布の空隙率に依存し、固定化菌

体の耐熱性は固定化しないものに比べ上昇することを示した。反復操作に

より、 23バッチ、のべ69日間安定したセルラーゼ生産が可能であったと報

告している。また固定化菌体により生産されるセルラーゼの基質特異性が

変化することも示唆している。 77) Kumakuraら78)はテトラエチレングリ

コールジメタアクリレートモノマーにセルロース繊維を加え、放射線重合

して調製したBSPsにTrichodermareeseiを固定化し、セルラーゼ生産が促

進されることを示した。固定化培養ではサスベンジョン培養に比べ、培養

槽内菌濃度が高くなるのがその主要因であると報告している。

その他、糸状菌に対するBSPsの適用例として、 Fukudaら79)はポリウレ

タンBSPsへの也竺rambiguuSの固定化を Spoutedbed fermentor (SBF) 

を用いて実施し、 γーリノレン酸の分泌生産を試みている。反復回分培養

により収率は従来法に比べ、 40%程度、生産性は75%程度上昇することを示

した。 Sakurai ら 80) はポリエステル不織布にAspergi11u~ nig笠を同定化
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し、日浴存酸素滋!支下 (150ppm)で反復回分培養14バッチ、約1000h、活

性の低下なしに高濃度(220g/l)でグルコン酸生産が可能であ ったと報告

している。 Kirkpatrikら81)はポリウレタンBSPsに固定化したTrametes

versicolor による潤葉樹クラフトパルプのバイオブリーチングを試み、固

定化菌体では処理後のパルプ内に含まれる菌体がほとんどないこと、およ

び繰り返し使用できることの利点を指摘している。 Kautola82)らはポリウ

レタンに固定化した Rhizopusarrhizusによるキシロースからのフマル酸

の生産を検討した。統計的手法と経験的モデル式により情養条件を最適化

し、固定化することにより、サスペンジョン培養に比べ、フマル酸法度を

3.4倍高めることができたと報告した。 Capdev.ilaら83)はポリウレタンに

固定化した Phanerochaetechrysosporiumによるリグニンパーオキシダ

ーゼの生産を検討し、反復回分培養により、 40.6nkat/mlの高活性が得ら

れ、反復操作による活性低下はlバッチ当り約四で約8回の反復操作が可

能であることを示した。

本研究では糸状菌のBSPsへの固定化を試みているので、ここでは詳しく

は述べないが、放線菌への応用例として、 Tr心ckら84) 8 5 )の多孔性のガラ

スビーズ'BSPsに StreptoI町'cestendaeを固定化をし Fluidizedbed reac-

tor (FBR)内で、抗性物質ニコマイシンの生産を試みた報告、 Parkら86)の

セライトにC~phalosporium acremoniumを固定化し、リアクターとしてFBR

を用いて、セファロスポリン Cの生産を検討した報告がある。

また酵母への適用例として、 Blackら87)のポリエステルフォームBSPsや

ステンレススチールBSPsを用いて、凝集;性酵母(Saccharomycescerevisi-

笠， SaccQaromyces uvarum)を固定化し、エタノール醗酵を実施した報告、

Champluvierら88)の Klill'veromycesfragilis， }日uvveromvces1actisの

ガラスプレート、ポリカーボネ-トプレート、ポリスチレンプレート付着

性を調べ、これらの菌体内 βーガラクトシダーゼの固定化を試みた報告が

ある。 D'Souza 89) らはフランネル綿(布)へのパン酵母の固定化を試み
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絞らの開発した C10thbioreactor (CB)を用いて、転化粧の日造を検討

している。

バクテリアに対する適用例として、メタン細菌の固定化90-95)を試みた

研究例、固定化担体としてポリプロピレンファイノくーを用い、カラムリア

クター内で Acetobactersp.を固定化し酢酸醗酵へ応用した例 96)、また

コットンタオルを装着したRotatingdisc reactor (RDR)内で Aceto-

bacter Spをディスク上に固定化し、同様に酢酸醗酵を実施した報告 97) 

がある。その他、修飾処理を施したポリビニルアルコールファイノくーに、

陰イオン性界面活性剤(硫酸アルキル)の分解能を有する Pseudomonas

aeruginosaを付着固定化した報告 98)、Bisping99
)らのカラムリアクター

内で、 Pichiafarinosaを焼結ガラスのラシッヒリングに固定化し、グリ

セリン生産について検討した報告がある。さらに Escherichiaco1iが付

着しやすい担体として、スチレンを含むN-benzyl-4-vinylpyridiniumbro-

mideの重合体を開発した報告 100)、耐熱性アミラーゼを菌体外に生産す

る Escherichia盟主のシリコン発泡体への固定化を試みた報告 10 1 )、

C10stridium acetobutylicumを親水処理を施したポリエステルスポンジに

固定化し、 Trick1ebed reactor (TBR)内でアセトンーブタノ-ル発酵を

実施した報告 102) 103)がある。また混合培養あるいは不安定な組換え微生

物の培養における定常状態の挙動を操作する方法として、微生物の付着特

性の違いを利用することが提案され、理論的解析も行なわれている。 104) 

Bail1iezら105)は蕊類 Botryococcusbrauniiのポリウレタンフォー

ムへの付着固定化を検討し、その炭化水素生産への影響を調べている。

ヒトや動物由来の種々の生理活性物質を生産するために、動物細胞を大

量に培養する技術や、医薬、香料のなどの原料となるアルカロイド、ステ

ロイド、テルべノイドなと‘の二次代謝産物を生産する目的で、植物細胞の

大量培養技術が近年、集中的に研究されている。これらの細胞を培養する

際の問題点として、 1)増殖(成育)が遅い、 2)高密度に培養できない、 3)
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せん断ストレスに弱い、なとが挙げられる0106〕1O7)これらの!日J!lilを前決

する手段のーっとして、これら細胞を固定化することが考えられ、最近、

BSPsによる固定化が試みられている。

動物細胞の固定化例として、 Yamajiら108)109)の浮遊性細胞、 Mouse

myeloma MPC-llをポリビニルホルマールCPVF)樹脂の多孔質休に固定化し

た報告があり、柳ら 11 0) も肝細胞の固定化担体として、コラーゲンをコー

テイングしたPVF樹脂を応用している O また付着性細胞 Monkeykidney 

cells (Vero)， Chinese hamster ovary cells (CHO-K1)をポリウレタン

フォームに固定化した報告11 1)、 Perryら11 2)の多孔性のグラスファイバ

ーに Chinesehamster ovary cells (CHO)を固定化した報告がある。

植物細胞に対する応用例として、 Lindseyら11 3)はキャブサイシン生産

細胞 Capsicumfrutescensや Daucuscarotaのポリウレタンへの固定化

に成功している。また、 Rhodesら11 4)は Betavulgrarisと Humuluslu-

胆担Eのポリウレタンへの固定化に影響する因子について検討を加え、さ

らに Hopcellsのナイロンメッシュ、ステンレススチーノレBSPsへの固定

化も試みている。 115)Parkら116)は Lithospermumerythrorhizonをポリ

ウレタンに固定化し、 Packedbed reactor (PBR)を用いてシコニンの生

産を検討している。

現在、 BSPs固定化法の実用化例としては、活性汚泥をポリウレタンBSPs

に固定化した排水処理フ。ロセスが報告されている。 11 7 ) 

以上、紹介した微生物、細胞のBSPsへの回定化例を表1-1にまとめた。

微生物/細胞と担体の親和性、付着機構などを研究した報告118-12])もあ

るが、まだまだ不明な点が多く、今後の進展が期待される O しかしながら

1-2項で、述べた高リバーゼ生産菌が多い糸状菌類は容易にBSPsに固定化で

きると予想され、糸状菌や放線菌のような菌糸を形成する微生物に対する

実用的な固定化法として、 BSPs固定化法は非常に有望であろう。
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表1-1. 微生物/細胞のBSPs回定化{ijlj (その 1) 

微生物・細胞 生産物 BSPs Bioreactor 文献

糸状菌

Penici i l iuIn chrysozenum へ.ニシリン PU.PP.PC FBR.RDF 67)68) 

SS，NY，SF， BCR.ALF RU Q U¥JワaハU1ノ

CB 71)73) 

74) 

Trichoderma viride セルう-t' SS SBF 75) 

SPorotrichum cellulophilum セルう-t' PE 76) 77) 

Trichoderma reesei セルう-t' TEGMA 78) 

Mucor ambizuus γ-リ/レン酸 PU SBF 79) 

Asperzillus niger グルコン酸 PE 80) 

Trametes versicolor ハ'イオγリー PU 81) 

チンr
Rhizopus arrhizus 7マル酸 PU 82) 

Phanerrochaete chrysosp0- リグニン PU 83) 
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Bioreactor: FBR， Fluidized bed reactor; RDF， Rotating disk fermen-

tor; BCR， Bubble column reactor; ALR， Air--lift reactor; SBF， Spout-

ed bed fermentor; CBF， Circulating bed fermentor. 
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表1-1. 微生物/細胞のBSPs同定化仔IJ (その 2) 

微生物・細胞 生産物 Bioreactor 文献BSPs 

放線菌

Streptomyces tendae ニコマイシン n
D
 

P
U
 

n

k

n

k

 

n

D

n

D

 

n

H

A

n

h

i

 

84) 85) 

86) cepharosporium acremoniurrl セ77ロスホ.リンC CB 

酵母

Saccharomyces cerevisiae PE.SS FBR.CBF 87) 

Saccharomyces cerevisiae 転化粧 CC CB 89) 

Saccharo里YS:.皇豆 uvarum PE.SS FBR.CBF 87) 

Kluyveromyces frazilis β ーカ'う?トシゲ-~.. GP， PC ， PST 

K1uyveromyces 1actis ß-カ.う?トシゲ-~' GP，PC，PST 88) 

バクテリア

混合培養 排水処理 PU 117) 

Methanozen sp. メタン PU CR.PBR 90)91) 

93) 94) 

95) 

Acetobacter sp. 酢酸 PPF.CC CR.RDF 96) 97) 

BSPs: PU.ホ.リウレタン SS，ステンレススチール PE.t:リエステル GB，カ'うスt'ース GP，がう

ス7レート PST，t"リスチレン CC，綿布 PPF，ホ.リ7"ut"レン77イハ'ー PVAF，ホ.リピニ

ル了ルコール77イハ'一.

Bioreactor: FBR， F1uidized bed reactor; RDF， Rotating disk fermen-

tor; BCR， CBF， Circu1ating bed fermentor; CB. C10th bioreactor; CR， 

Co1umn reactor; PBR， Packed bed reactor. 
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表1-1， 微生物/細胞のBSPs回定化炉Ij(その 3) 

微生物・細胞 生産物 Bioreactor 文献BSPs 

バクテリア

Pseudomonas aeru2lnosa PVAF 98) 

Pichia farinosa Y/7'!j 14L41・j1、J， SGR CR 99) 

Escherichia coli 7スハ.う干ン酸 BVPB CR 100) 

Escherichia coli 7ミう-.f SF 101) 

Clostridium 了セトン-]'タ/ール PE TBR 102) 103) 

acetobutylicum 

藻類

Botryococcus braunii 炭化水素 PU ALR 104) 

動物細胞

Mouse myeloma 1 gG PVF CBF 108) 109) 

肝細胞 PVF 110) 

Monkey kidney cells PU PBR 111 ) 

Chinese hamster ovary cells インタ-7エロン PU.GF PBR.FBB 111)112) 
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表1-1. 微生物/細胞のBSPs固定化作IJ (その 4) 

微生物・細胞 生産物 BSPs Bioreactor 文献

植物細胞

Capsicum frutescens キャ7サイシン PU 113) 

Daucus carota PU i i3) 

Beta vul2raris PU 114) 

Humu1us lupulus PU 114) 

Hop cells NY，SS 115) 

Lithospermum erythrorhizon シコニン PU PBR 116) 
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1-5.本論文の目的と内容

リバーゼを生産する微生物の菌体内リバーゼ活性を増加させ、その乾燥

菌体を直接、リバーゼ酵素剤(固定化酵素)として利用することが可能に

なれば、固定化酵素の調製コストを著しく低減させることができ、リバー

ゼによって触媒される種々の有用な酵素反応の工業化に大きく貢献すると

期待される(図 1-1参照)。

本論文の目的は、培養工学的、化学工学的な実験検討を行ない、高菌体

内リバーゼ活性を有する菌体の効率の良い(安価な)培養法を開発(確立)

すること、および菌体内リバーゼをエステル転移反応に応用し、その実用

性を評価することにある。本論文は木研究の目的およびその背景となる関

連技術(既往の研究)について述べた、本章(第1章 序論)を含め5章か

ら成立っている。

第2章ではまず、糸状菌 (Rhizopuschinensis)の菌体内リバーゼ活性を

増加させる培地組成について検討を加え、オレイン酸のような基質関連物

質の添加が効果的であることを示す。さらに工業的に微生物菌体の取り扱

いを容易にするために、ポリウレタン微生物保持粒子(BSPs)への固定化を

試みた。固定化させるための培養条件、および固定化が菌体内リバーゼ生

産に与える影響を検討し、固定化操作により菌体内活性が飛躍的に上昇す

ることを示す。

第3章ではBSPs固定化菌休をリバーゼ角!ll奴-として工業的に利用するため、

BSPs固定化菌休の大量培養法について検討した。ファーメンターとして

Circulating bed fermenter (CBF)を選定し、培養条件のうち培地の主成

分である肉エキスの供給速度のコントロールが菌体内リバーゼ活性をさら

に高める上で効果的で、あり、比肉エキス供給速度がそのための有効な指標

となることを示す。さらに通気量 も国体内リバーゼ、生産に影響を与えるこ

とを明らかにし、最適通気量の決定のため3穫異塔径のCBFを用いて、まず、
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CBFの酸素移動特性について検討を加えた。 その結果および杭設笑験から

CBF内でBSPsの円滑な循環を実現できる最低通気量、すなわちBSPs最小循

環通気量が適切であることを示し、スケールアップフ ァクターとしての可

能性を示唆する。また比肉エキス供給速度をコントロールするためのBSPs

内菌体濃度の予測実験式も提示する。

第4章ではポリウレタンBSPsに固定化することにより、菌体内活性が飛

躍的に上昇する誘因 (Trigger)を明らかにするため、ポリウレタン以外の

種々のBSPsへの固定化を試みた。またBSPsを用いないサスペンジョン培養

において糸状菌の増殖形態をパルビーからペレットに変化させることを試

み、その誘因がぺレット形成のような菌体の集合現象であることを明らか

にする。さらにRhizopuschinensis以外のRhiz盟堅属糸状菌をBSPsに固

定化し、菌体集合現象はRhizopus属に共通の菌体内リバーゼ生産促進誘

因であることを示唆する。

第5章ではBSPs固定化菌体のリバーゼ酵素剤!としての実用性を評価する

ため、モデル反応として、オリーブオイルとステアリン酸メチルのエステ

ル交換反応を実施し、カカオバター代用脂 Cl，3-distearoyl-2-o1eoylgly-

cerol)の生産を行なった。まず、 BSPs固定化菌体用ノくイオリアクターとし

て、リアクター内の水分濃度を任意にコントロールできる液循環充填式ノく

イオリアクターを提案する。本リアクターを用いて、 BSPs固定化菌体内リ

ノ〈ーゼの失活に対する水分濃度の影響を調べ、失活速度は一次式で表現で

きること、および失活速度定数の水分漉度依存性を示す。さらに最適水分

濃度で長期間の連続エステル交換反応を実施し、 BSPs固定化菌体の実用性

を明らかにする。

-27-



2-1.緒言

第 2章 Rhizopus chinensisの凶体内 リバー ゼ

生産を促進する培養条件

ここでは微生物菌体を直接、リバーゼ酵素斉lJとして利用するため、リバ

ーゼを生産する微生物として、 Rhizopus生担en註豆を選び、その菌体内

リバーゼ活性を高める培養条件について検討を加えた。

Rh. chinensisを選定した理由は

1)本菌が菌体外に生産するリバーゼが1，3-位置特異性を有し、耐熱性、

pH安定性に優れていることが既に、岩井ら 12 2)によって報告されて

おり、エステル交換反応によるカカオバター代用脂の生産のような

基質として高融点物質(例えばステアリン酸)を利用する反応に適

するリバーゼを生産すると考えられる

2)本菌は東洋の醗酵食品製造に利用されているカビの中に見い出され

ており 12 3)、菌体を直接、食品製造プロセスに応用する上で、より

安全性が高いと考えられる

ところにある。

まず、監. chinensisの菌体内リバーゼ活性を高める培地組成、すなわ

ち、炭素源としてのグルコース、および基質関連物質の影響を検討した。

次に工業的に微生物菌体の取り扱いを容易にするために、ポリウレタン微

生物保持粒子CBiomasssupport particles，以下 BSPs)への回定化を試

みた。 BSPsへの固定化条件として、 BSPsのサイズ、孔径、添加量の影響を

調べ、さらにBSPsへの固定化操作が也生担全山主のリバーゼ生産に与

える影響を検討した。
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2-2.実験装置およ び笑験方法

(1)使用菌株

Rhizopus chinensis IFO 4768 

(2)基本培地組成

岩井ら 6)1 2 2)の培地から、グルコースを除いた，ポリペプトン 70g/l， 

NaN03 1 g/l， KH2P04 1 g/l， MgS04 ・7H200.5 g/l (pH 5.6)の組成をも

っ培地を基本培地として使用した。

(3)基質関連物質

基質関連物質をして、オリーブオイル、リノレン酸、オレイン酸、オレ

イルアルコール、カプリン酸メチル、 Tween-40，-60， -80、魚、油、および

茶油を基本培地に加えて、培養し、その影響を調べた。

(4)微生物保持粒子(Biomasssupport particles， BSPs) 

BSPsとして、ブリジストン社(製)ポリウレタンフォーム、商品名エバ

ーライトスコットHR-20，-30， -40， -50を3---10 mm立方体に切断加工し

たものを使用した。表 2-1に使用したBSPsの特性値を示した。
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表 2-1. Biomass support particles (BSPs) 

Tensile characteristics 

BSPs 
Porosity 
(一)

Pore sIze 
(ppi) a 

可
&

、
I
E

，J'

e
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1
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Elongation 
percentage 

( ~~) 

HR-20 >0.97 20 >200 > 1. 0 

l-iR-30 >0.97 30 >200 > 1. 5 

HR-40 >0.97 40 >300 > 1. 5 

HR-50 >0.97 50 >300 >2.0 

a Pores per linear inch. 

(5) フラスコ培養

培地100ml (およびBSPs)を加えた500mlの坂口フラスコをオートクレ

ーブで12OOC ， 20m i n滅菌した後、 PSA(Potato-sucroce-agar)スラントよ

り監. chinensisの胞子を無菌的に1白金耳(Inoculumsize: 2~6 x 106 

spores/l)、接種した。その後、振漫数 200oscillations/min，振幅 70

mm，温度 30
0

Cの条件で約 90h振滋培養した。

(6)乾燥菌体調製方法

サスペンジョン菌体および BSPs[QJ定化菌体を培養液よりろ別した後、

水で 2回洗浄した。その後、アセトンでさらに 2回洗浄し、真空乾燥器内

でおよそ 48時間乾燥した。約 4'"'-'6犯の水分を含んだ乾燥菌体が本操作に

より調製され、次に示す酵素反応に直接、リバーゼ酵素斉1Jとして利用した。
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(7)酵素反応

菌体内外リパーゼによる加水分解反応、および菌体内リバーゼによるエ

ステル交換反応は図2-1に示す125ml-酵素反応器を用いて、 40
0C、一定撹

祥条件下で実施した。

D一一泊

H 

w
s
 O 

M 

図 2-1 .酵素反応器

H: 10 cm; D: 4 cm; S: 撹枠回転子 (0. 6 x 20 mm); 

M: マグネティクスタート ;B: BSPs固定化菌体 W: ウォーター1¥-ス
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(a) エステル交換反応

オリーブオイル 2.0g，ステアリン酸メチル 8.0g， n-ヘキサン 5.0 

gからなる反応液にサスペンジョン菌体の場合、約 0.5g、BSPs固定化菌

体の場合、約 0.25gの菌休を加え、 5 h反応させた。エステル交換反

応の結果、生成するオレイン酸メチルを後述のごとく、ガスクロマトグラ

フで測定し、毎分 lμmolのオレイン酸メチルを生成する酵素歪を lユニ

ット (U) と定義した。

(b)加水分解反応

Fukumotoら12 -4)の方法に準じて測定した。すなわち、オリーブオイル

2.0 g， 0.05 M CaC12溶液 1.0m1， 0.1 M酢酸緩衝液 (pH5.6) 10 mlか

らなる反応液に、培養ブロスの場合、 2.0 ml、サスペンジョン菌体およ

び BSPs固定化菌体の場合、約 50mg、の菌体を加え、 1 h反応させた。

中和滴定によって生成した脂肪酸量を求め、毎分 lμmolの脂肪酸を生成

する酵素量を lユニット (U) と定義した。

(8)分析方法

(a)菌体濃度

BSPsへの固定化菌体量は Webbら75)の方法に準じて測定した。 20---50個

の固定化菌体を含む BSPsを再度、数回、アセトンで洗浄し(菌体に付着

している基質関連物質を充分取り除くため)、 1000Cで 24h乾燥した。

(BSPs +固定化菌体量)の重量を測定した後、次~話ii素酸ソーダ水溶液

(約 10先 v/v)で処理し、固定化された菌体を取り除いた空BSPsを水洗、乾
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娠して、 BSPsのみの重量を求め、その差より算出 したO

サスベンジョン菌体の濃度は BSPs固定化菌体と同様に再度、数回、ア

セトンで洗浄した後、 100
0

Cで 24h乾燥して、その重量を測定した。

(b)オレイン酸メチル濃度

内部標準物質として、カプリン酸メチルを使用し、島津製作所(製)ガ

スクロマトグラフGC-7Aを用いて分析した。分析条件は次のとうりである。

カラム:ガラスカラム (2m x 3 mm ID) 

カラム充填剤: ガスクロ工業(製)Unisole 3000 

インジェクション温度 270oC 

カラム温度 210oC 

キャリアーガス N2 (流量 40ml/min) 

2-3.実験結果および考察

2-3-l.菌体内リバーゼ活性を高める培地組成

2-3-1-l. Rhizopus chinensisのリパーゼ生産へのグルコースの影響

岩井らと同様の培地、すなわち、基木培地にグルコース 10g/lを加え

た培地で培養したところ、 Rh.chinensisは菌体外のみにリパーゼを生産

し、菌体内リバーゼ活性はほとんど認められなかった。そこで基本培地に

オレイン酸を 2%加えた培地を用い、フラスコ 培養における初発グルコー

ス濃度を変化させ、グルコースが也 chinensisのリバーゼ生産へ与え
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る影響を調べた結果を表2-2に示す。

初発グルコース濃度が 0---2 g/lと低い場合、菌体内活性は高い値を示

したが、 3g/lを越えると菌体内活性の急激な低下が認められ、同様の傾

向が僅かではあるが菌体外活性にも認められた。したがって培地中に多量

のグルコースが存在する場合、 Rh. chinensisのリバーゼ生産に対して、

抑制効果を示すようであり、本菌の菌体内リバーゼ生産のための培地中に

グルコースは必要ないことがわかった。同様の現象がグルコース以外の炭

素源に関して、 Rh. delemarの菌体外リバーゼ生産に対して報告され

ている。 7)

表2-2. Rh. chinensisのリバーゼ、生産へのグルコースの影響

lntracellular lipase activity Extracellular 
Glucose 

Cel1 conc. lipase activity conc. 
(g/l) (gJl) Inter岱 terification Hydroljymsis g (UHy×dr1o0l2yjmsis l) (U X 102/mg) (U X 102/mg) 

ー一一一一 一

O 8. 47 O. 79 25.3 275 

8.15 0.91 17.8 183 

2 8. 70 0.51 17.6 245 

3 6.97 0.07 5. 3 166 
4 6.89 0.07 1.3 138 
5 6.62 0.04 O. 7 142 
7 6.48 0.03 1.6 142 
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2-3-1-2.基質関連物質の影響

第1章， 1-2で紹介したように糸状菌のリバーゼ生産にオリーブ油など

の油脂類やTweensのようなリバーゼの基質関連物質の添加が影響を与える

ことが報告されている。 7) 10-19)そこで、極々の基質問辿物質を基本培地

に加え、監ム chinensisのリバーゼ生産への影響を調べた(表 2-3)。

各基質関連物質の濃度は 2%とし、表 2-2.の結果よりグルコースは使用

しなかった。

表 2-3より各種基質関連物質の添加は也ム chinensisの菌体内リバー

ゼ活性を増加させていることがわかる。中でもオリーブオイル、オレイン

酸、茶油が非常に効果的であった。菌体外活性に注目するとこれらの物質

を加えない場合に最も高い活性が認められることは非常に興味深い。岩井

ら6)はこれらの物質を添加しない場合の Rh.delemarのリバーゼ生産に

おいて、培養過程における菌体の増殖静止期までは多量のリバーゼが菌体

内に存在するが、その後急激に減少し、ほとんどのリバーゼが菌体外に分

泌されると報告している。本研究で使用した Rh.chinensisはリバーゼ

を構成的に生産しているが、これら基質関連物質がリバーゼを菌体内に保

持する上で、何らかの役割を果たしていることは非常に興味深し、。リバー

ゼの分泌を抑制する効果があるのか、あるいは違う種類のリバーゼが生産

されているのかなど、さらに詳細な検討が必要と考えられる。表 2-3に

示した結果より、也ム chinensisの関体内リノぐーゼ生産の促進物質として

オレイン酸を選択した O

最適なオレイン酸濃度を決定するためにオレイン酸濃度を 0---10犯の問

で変化させた。結果、エステル交換活性、加水分解活性、共にオレイン酸

濃度伐の場合に、最大活性を示した。したがって以後、すべての実験にお

いてオレイン酸濃度は 2%とした。
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表 2-3.Rh. chinensisの リバーゼ生産への基質問辿物自の影響

Intracellular lipase activity ExtracelIular 
Substrate-
relatcd 

Cell conc. lipase activity 
(g/l) Interesterification Hydrol/ymsis g (HUyxdr1o0l2ylmsis l) compounds 

(U x 102/mg) (U X 102/mg) 
ー一 一 一 ー一一 一

ーーー・晶画w・d・-・-一 一 -

Olive oil 5. 7 O. 73 24. 7 

Linoleic acid 3.0 O. 11 5. 7 

Fish oi1 6.8 0.02 1.7 

Tea oi1 8. 1 U. 76 22.5 

Oleyl alcohol 4. 1 0.24 19.0 

Iv1ethyl caprate 2. 7 0.04 O. 1 

Tween 40 6. 7 0.24 10.6 

Tween 60 6.0 0.43 15.3 

Tween 80 6.8 0.22 6. 7 

Oleic acid 8.4 O. 79 25.3 

None 5.8 O 1.6 
ー一一 一 一 一 一一一

2-3-2.微生物保持粒子固定化菌体のリバーゼ生産

2-3-2-1.固定化およびリバーゼ生産へのBSPsの孔径、添加量の影響

表 2-4 に 6一mm立方体 BSPsの孔径、添加量が BSPsへの固定化、およ

びリバーゼ生産に与える影響を示した。 HR-20の場合、 150コ/100一ml培地、

HR -30. -40. -50の場合、 100コ/100一ml以上 BSPsを加えると、ほとんどす

べての菌体は BSPsに固定化され、 BSPs外での増殖はほとんど認められな

かった。それゆえ菌体を完全に固定化するために必要な BSPs添加量は

BSPsの孔径に依存することが明らかになった。

表 2-4 より BSPsに固定化することによって、菌体内リバーゼ比活性が

固定化しない場合の活性に比べて、上昇していることがわかる。特に菌休

内エステル交換活性は飛躍的に上昇し、サスペンジョン培養菌体の4'""'-'7倍
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の高活性を示したことは注目に値する。 BSPsへの固定化により凶体内)J[]水

分解活性にも増加傾向が認められるが、エステル交換活性の増加には比例

していなし1。本結果は BSPsへの固定化により種類の異なったリバーゼが

生産された可能性を示唆している。したがって今後、生産されるリバーゼ

の種類に関する詳細な研究が必要と考えられる。

ー方、菌体外リバーゼ活性に関しては、 BSPsに回定化した場合としない

場合で、両者の間に顕著な差は認められなかった。 BSPsの添加量が少な

い場合に、 BSPs外で増殖した菌体の菌体内活性は固定化菌体の活性に比べ、

非常に低く、サスペンジョン培養菌体と同程度あるいはそれ以下であった

ことは大変興味深い。

図 2-2にBSPs固定化菌体の断面写真(図 2-2a，倍率 x10)および断面

の電子顕微鏡写真(図 2-2b，倍率 x100)を示す。図 2-2aより菌体はBSPs

の表層近くに密にフィルムを形成していることがわかる。また図 2-2bよ

り也ム chinensisの菌糸が強固にBSPsの骨格に絡みついている様子が観

察される。このようなBSPs骨格への菌体の付着(絡みつき)は非常に強い

ようで、強境衿条件下での酵素反応(図 2-1参照)の際ににも菌体の剥離

は全く認められなかった。

糸状菌にはパルビー状態とべレット状態の 2つの典型的な増殖形態があ

り、 pH、撹拝数、溶存酸素濃度などの培養条件の僅かな変化に非常に敏感

に反応して、増殖形態が変化することが知られている。 125)またこのよう

な増殖形態の変化がクエン酸 J26-128)やペニシリンの生産 67) 71-73)に影

響をおよぼすという報告もある。図 2-2aより BSPsへの回定化は菌体の

増殖形態をぺレット状態に近づけているのではないかと推察され、この増

殖形態の変化が菌体内活性の上昇に寄与しているのではないかと考えられ

る。本件については第4章で詳細に検討を加えた。
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表 2-4.BSPsの孔径、添加量が固定化およびリバーゼ生産に与える影響

Intracellu1ar lipase activity Extracell ular 
Number Cell conc. lipase activity 

(par~ヤle lu1π~Om1) (mgfBSP) In teresterifica tion Hy×dl 1T0O 2llym sis Hydro O l2y/msis l 
(U x 102/mg) (U X 102Jmg) (U X 102Jml) 

げIR-20)

100 6. 82 3. 28 32.3 208 

3.058 (gll) 0.35 4.6 

150 6.25 3.49 29.6 333 

200 6.34 3.87 22. 7 288 

(HR・30)

50 4.09 3.14 50.6 208 

5. 70 • (gfl) 0.47 9.3 
-・ ・・・・・h ・・・ ・・・・・ -・・ ・・ .・ ........ ー・・・・・ ・.........................・..........ー・............・ ・・・・・・・・・・ー・・・・・ ーー・ー・・ー ー・・ ・・・ ・・・・ー・・・・・・・・・.............ー・ ・・・ ー...

100 4.35 3.07 51. 5 293 

150 4.38 2. 72 61. 1 341 

200 3.26 2.65 36.6 108 

(HR-40) 

50 4.96 4.96 54.8 222 

3. 20 8 (gfl) 0.32 5.3 
... ・・・・・・.. ー・. 司. ・ 場 制.... ーー‘ ・・・ ・・......ー・

100 4. 20 5.30 50.3 93 

150 4.36 3.91 50.8 112 

200 2.90 4. 39 52. 7 217 

(HR・50)

50 4.67 2.31 55.6 283 

4. 26 a (gfl) 0.32 6.6 
.. . • .... ....• ... ・・，...

100 5.23 2.98 34. 7 347 

150 4. 16 2.54 28.0 275 

200 3.35 3.58 52.5 75 

Control b 8.47 (g!l) O. 79 25.3 275 

a Cells grown outside of BSPs. 

b Freely suspended cells. 
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図 2-2.BSPs固定化菌体の断面写真
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2-3-2-2. BSPsサイズの彫響

Rh. chinensisの固定化状態やリバーゼ生産におよぼすBSPsサイズの影

響を調べるため、 3-， 6 -， 1 0 -mmのポリウレタンBSPsを用いて、フラスコ

培養を行なった。培養液中に占めるBSPsのみかけの容和を同ーとするため、

100 mlの培地中に3-mmBSPsを 800個、 6一mmBSPsを 100個、 10-mmBSPs 

を 22個、それぞれ加えた(表 2-5)。

3-mm BSPsの場合、使用したすべてのBSPsにおいてまったく固定化は認

められず、すべての菌体はBSPs外で増殖した。一方、 6一mmおよび 10一mm

のBSPsを使用した場合はBSPs外での増殖はまったく認められず、ほとんど

すべての菌体はBSPsに固定化され、表 2-4の結果と同様に菌体内のリバ

ーゼ生産が著しく促進された。

ポリウレタンBSPsへの菌体の固定化(付着現象)は電気的作用によるも

のではなく、むしろ機械的作用によるものであり、それゆえBSPsまわりの

せん断力によって影響を受けやすいことが指摘されている。 91)93)図 2-2

より Rh.chinensisの BSPsへの固定化のドライビングフォースは機械的

な菌糸の絡みつきであると推察される。 3一mmBSPsの場合、十mmおよび

lO-mm BSPsと比べて、同一培養条件(振渥数 200oscillationsjmin)の

もとでは培養液中でのBSPsの動きが激しいことが観察された。したがって

3-mm BSPsのまわりでは他の大きな BSPsよりも強いせん断力が作用して

いると推察され、このせん断力の増加が 3一mmBSPsへの付着固定化(絡

みつき)を妨害しているのではないかと考えられる O
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表 2-5.固定化およびリバーゼ生産への おPsサイズの影響

-ーーー
Extracellular 
lipase activity 

Hydrolysis 
(U X 102jml) 

Cubic size 
ofBSPs 
(rnm) 

Intracellular lipase activity CelI conc. 
(mg/BSP) Interesterification H ydrolysis 

(U x 102/mg) (U X 102fmg) 

(HR・20)

3 a O 

4.68 32.3 

38.1 

92 

208 

325 

5.50 

4.15 

6 

10 21. 2 
一一一一一一一一 ー一一

(HR・30)

3 a O 

6. 22 

22.6 

237 

154 

423 

3.02 

3. 75 

39.5 

30. 1 

6 

10 

。a

、、tt'''0

3

6

0

 

4
・

-

&

R
 

H
 

'''t
‘、

50.3 

44.3 

174 

93 

305 

O 

4.20 

21. 7 

5.30 

4.81 

Control b O. 79 275 8.47 25.3 

a No immobilization was observed. 
b Frecly suspended ceIls. 

本研究において、 BSPs固定化菌体内のエステル交換活性としては 0.03

'"'" 0 . 0 5 ( U / mg -d r i e d c e 11 s )程度の活性が得られた。これは Wisdomら54)

の報告している精製醇素をセライトに固定化した場合の固定化酵素のエス

テル交換活性[0.03-0.07(U/mg-Ce1ite)]に比べて少しも遜色が無いもの

と考えられる。既に述べたように本プロセスではBSPsを加えて培養するだ

けで、自然、に高活性の固定化酵素(関休)が調製できる。したがって高価

なリバーゼ酵素を用いる従来の固定化酵素プロセスに比べて、経済的、工

業的には非常に有利であると考えられる。
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2-3.結論

菌株として Rhizopuschinensisを選定し、その菌体内リバーゼ活性を

高める培養条件について検討した結果

1)培地組成としては、グルコースを含まず、有機窒素源を主成分とする培

地に、オレイン酸のような基質関連物質の添加が必要であることが明ら

かになっ fこ。

2)ポリウレタンBSPsと共に培養することにより容易にBSPs固定化菌体を調

製することが可能であり、固定化操作により菌体内リバーゼ活性をサス

ペンジョン培養菌体に比べ、 4'""7倍上昇させることができた。

3)BSPsに良好に固定化させるためにはBSPsの孔径、添加量、サイズを調整

する必要があり、それぞれ 30ppi以上、 1000個/1以上、 6 mm以上に

する必要があることがわかった。

4)BSPs固定化菌体内のエステル交換活性は0.03'""0.05(U/mg-dried ce11s) 

で、精製酵素をセライトに固定化した場合の固定化醜素のエステル交換

活性と同レベルにあり、リバーゼ酵素剤として工業的に十分、利用可能

であることが明らかになった。
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お3草: 微生物保持粒子同定化菌体の大主常在

3-1.緒言

第2章において糸状菌 Rhizopuschinensisをポリウレタン微生物保持

粒子 (Biomasssupport particles，以下、 BSPs)に固定化することによっ

て、本菌の菌体内リパーゼ活性を飛寂的に上昇させることができ、 BSPs固

定化菌体を安価なリバーゼ酵素剤!として、直接、リバーゼ反応に応用でき

る可能性を示唆した。本章では、このような高リバーゼ活性を有する菌体

を工業的に利用するために、 BSPs固定化菌体の大量培養法について検討し

まず、ファーメンターの選定に関して、第l章(表 1-1参照)で紹介した

ように BSPsを用いた培養に、 Fluidizedbed reactor (FBR) ， Spouted 

bed fermentor (SBF) ， Air-lift reactor (ALF)などの塔式ファーメンタ

ーが適用され、ペニシリン、 67)70)γ ーリノレン酸 79)、セルラーゼ 75)な

ど生産に利用されている。 しかしながら、目的生産物が菌体外に分泌さ

れるこれらの培養システムと本研究の目的である菌体内にリバーゼを生産

する培養システムではファーメンターの選定に関して、本質的な違いがあ

ると考えられる。なぜなら前者では酸素または物質移動の促進、あるいは

生産物の分泌促進のため、ファーメンター内に激しい流動混合状態が要求

されるが、本研究の目的はリバーゼを菌体内に効率よく保持させ、菌体外

への分泌を抑制することにある。したがって本研究で対象とする府養シス

テムは酸素あるいは物質移動を促進するため、ある程度の流動混合状態は

必要とするが、あまりに激しい流動混合状態は BSPsまわりのせん断力を

増加させ、田中 129)によって報告されているような菌体内成分の漏洩を引

き起こし、菌体内リバーゼ、活性を低下させるのではないか、さらにはBSPs

への固定化をも妨害するのではないかと懸念される。
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最近、 Blackら87)はポリウレタンBSPsのような比置が小さく、浮遊性

を有する発泡体の使用に適するファーメンターとして、 Circulating bed 

fermentor (CBF)を考案した。 CBFでは空気を低部に装着した多孔板の一

部分(約半分のエリア)より供給する。したがって比較的低い通気量で、

BSPsの良好な循環を実現でき、 BSPsまわりのせん断力を FBR，SBF， ALF 

のような他の塔式ファーメンターに比べ、小さくできるのではないかと期

待される。

本研究ではBSPs固定化菌体を大量培養するためのファーメンターとして

CBFを選定し、まず回分培養における通気量、 BSPs添加量の影響を検討し

た。次に、固定化菌体内のリパーゼ活性を高めるために流加培養技術の応

用を試みた。さらに通気量の影響をクリアーにするため、 3種類の塔径の

異なる CBFを用いて、 CBF-BSPs培養系の酸素移動特性を検討した。その結

果より最適通気量として、 CBF内で BSPsの円滑な循環を実現できる最低通

気量、すなわち BSPs最小循環通気量に注目し、 3種類のCBFを用いた培養

によりその妥当性を検討した。
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3-2.実験装置及び実験方法

(1) Circulating bed fermentor (CBF) 

培養実験には 5-1ガラス製CBF(塔径 10cm;高 さ 50cm;実液量;

3.5---3.71)、10-1ガラス製CBF(塔径 15cm;高さ 60cm;実液量;

6~8 1)、25-1ステンレススチール製CBF(塔径 20cm;高さ 8ucm; 

実液量 18--201)の3種類のCBFを用いた。

一方、酸素移動容量係数 kLaの測定には塔径 11. 15. 20 cm.縦横比

2.07~6.34 の種々のプラスチック製CBFを使用した。

図 3-1に CBF培養システムのフローシートを示す。 CBFの下部にはサン

プリング口が設けられ、 pHセンサー[電気化学工業(製)]、溶存酸素セ

ンサー [L.E. Marubishi (製)]、および温度センサーが装着され、空

気は図 3-1に示した水飽和塔、空気流量計、除菌フィルタ一、および孔

径 3mmの多孔板(半分のエリアのみ開孔)を通じて CBF内に供給された。

培養温度、 pHはそれぞれ 30
0

C，5.0にコントロールした O

(2)培養方法

(a)種培養

グルコース 10g/l. ポリペプトン 70g/l. NaN03 1 g/l. KH2P04 1 g/ 

1. MgS04 ・7H200.5 g/l (pH 5.6)の組成をもっ穏培地 100mlを加えた

500 m1の坂口フラスコをオートクレーブで12 0 oC ， 20m i n滅菌した後、

PSAスラントより也. chinensisの胞子を無菌的にl白金耳(Inoculumsize: 

2~6 X 10
6 
spores/l)、接種した O その後、振濯数 200oscillations/ 

mln，振幅 70mm.温度 30
0Cの条件で約 24h振渥培養した。ファーメン
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図 3-1.Circulating bed fermentor (CBF)培養システム

1) CBF; 2)除菌7ィルター 3)空気流量計 4)水飽和塔 5)培地貯蔵よトル;

6) 培地供給ホ・ン7・ 7) マイクロコン t ・ ~-1; 8) pHセンサー 9)pHコントローう 10)DOセ

ンサー 11)DO計 12)記録計 13)NaOH供給ホe ン7・ 14)NaOH貯蔵オJトル 15)

H2S04供給ホ・ン7・ 16)H2S04貯蔵t.'f)V; 17)温度計 18) rJtーターハ'ス 19)

温度コントローうー 20)循環ホ・ン7・ 21)多孔板
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ター (CBF)への lnoculurnsizeはすべての実験において同(v/v) とした。

(b) 回分培養

CBF内にBSPs(HR-40，十rnrn立方体)を所定量加え、 CBF上部より蒸気を流

し、 1000Cで 24h殺菌した。 基本培地[第2章 2-2(a)のポリペプトンを

肉エキスに変更したもの]、 NaOH、H2S04水溶液は別途、オートクレーブ

で 1200C、20rnin殺菌した。少量の空気を通気しながら、基本培地をチ

ューブポンプを用いて、無菌的に CBF内に仕込み、温度、 pHを調整した後、

接種した。

(c)定流量流加培養

回分培養と同様の殺菌操作を行なった後、基本培地(肉エキス濃度 2

g/l)を仕込み、 24h回分培養を行なった。その後、別途殺菌した肉エキ

ス 70g/lの流加基質を一定流量で流加した。

(d)計算機制御流加培養

実験結果および考察の項 (3-3-3、および3-3-4-2参照)で述べる、

BSPs内の菌体増殖に関する知見、および定流量流加培養の結果から示唆さ

れた最適な比肉エキス供給速度を基本に、培養中の比肉エキス供給速度を

一定に保つため、肉エキスの流加量を 1~2時間のインターバルで微小変化

させた。肉エキスの流量を変化させるため、 DAコンバーターモジュール

[コントロールテクノロジ一社(製)]を装備したマイクロコンビュータ

PC-9801Vm2[日本電気(製)]にコンビュータ制御可能なポンプ Perista-

bio-mini-pump[アト一社(製)]を接続したシステムを構築した。
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詳細なコントロール手順は実験結果および考察の項 (3-3-3参照)で述

べる。

(3) kLa、ガスホールドアップ εc測定法

図 3-2に示す Nakanohら1S 0)同様の実験装置及び方法を用い、温度 30

+ lO

Cで、 kLaはダイナミック法により、 εGはマノメータ法により測定し

fこ。

使用菌株、フラスコ培養法、乾燥菌体調製法、酵素反応、分析方法につ

いては第2章と同様の菌株、方法を用いた。

③ 

① 

② 

;口イ | 

③④  

⑦ 

図 3-2.kLa、 εG測定装置 130) 

ー」

1) CBF; 2) DOセンサー 3)DO計 4)記録計 5)マノメータ 6)温度計 7)

N2ボンベ ;.8)空気流量計 9)空気飽和塔 10)エアーコンブレッサ
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3-3.実験結果および考察

3-3-1.有機窒素源の選定

固定化酵素プロセスを工業化する上で、重要となる課題の一つに、既に

述べたように低コストでの高活性を有する酵素剤の調製が挙げられる。第

2章では、 ELchinensisのリバーゼ生産のための有機窒素源として、ポリ

ペブトンを使用した。しかしながら、工業的観点からはポリベプトンの市

場価格は安価であるとは言い難く、したがって、工業的にBSPs固定化菌体

を大量培養する培地には、ボリベブトンにかわる安価な窒素板、が必要とな

る。

ここでは、市販されている他の3種類の有機窒素源、肉エキス[(和光

純薬(製)]、イーストペプトン(酵母エキス) [フードスプリンガ一社

(製)]、プロエキス P [播州調味料(製)]について、フラスコ培養で

その影響を調べた(表 3-1)。表 3-1.に示すように、使用したすべての

有機窒素源において、監ム chinensisは良好にBSPs内に固定化され、 BSPs

外での増殖はほとんど認められなかった。また固定化された菌体内のリバ

ーゼ生産はポリペプトンと同様に固定化しない場合に比べ、数倍上昇した。

ここで使用した有機窒素源はその主成分としてアミノ酸あるいはペプチド

を50%以上含んでいる。コーンティープリカ一、や麦汁のように一般に培

地に窒素源として利用されるが、乳酸や糖類を含み、アミノ態窒素の少な

いものは効果が認められなかった。本結果より、安価な窒素板、として、肉

エキスを選定した。

- 49 -



表 3-1. Rhム chinensisのリバーゼ生産への有機笠~ñh(の 25響

lntracellular Ilpase aClIvity 
ElCtracellular lipasc 

Cell conc. actlvlty 
Nitrogen source (mg/HSP) I n leresleri白calion Hyλd1r0o2l/ym sis H ydrol/yIs1u 句

(U x 1()2/mg) (U>. IOl/mg) (Uλ!()l/ml) 

Polypepton 
RSP~ 4.20 5.30 50.3 93 

Control' 8.47 (g/f) 0.79 25.3 275 

Meal exlract 
BSPs 4.92 3.88 4U  225 

Conlrol' 8.41 (g/f) 1.74 36 . ~ 243 

Yeasl peptone 

BSPs 5.23 2.50 19.0 197 

Control' 9.20 (glfl 0.33 4.0 202 

Proext. P 
BSPs 5.84 3.22 32.3 57 

Conlrol' 9.52 (g/f) 0.41 H.O 92 

， rreely suspcnded cclls wilhollt IIsing RSPs. 
Number of BSPs (HR-40) was t∞particlesハ∞ml・mediurn.Culture conditions: lemperture. 300C; initial pll. 5.6; cullivation lImc. 90 h; 

reciprocal shaking using 5∞ml Snkaguchi fiask， 2∞oscillalions/min and 70 mm amplilude 

3-3-2. 回分培養

3-3-2-1. CBFにおける固定化培養とサスぺンジョン培養の比較

図 3-3に CBF(D= 15 cm)における固定化培養とサスペンジョン培養の

代表的なタイムコースを比較した。固定化培養の場合、培養 50h目で約

2.2 mg/BSPの菌体が固定化されており、その後、 BSPs内菌濃度は徐々に増

加した。培養 100h目で、 BSPs外の菌濃度はほぼゼロとなり、 BSPs内菌濃

度は最大値 3.8mg/BSPに達した。

菌体内のリバーゼ活性は培養期間中ほぼ一定の値 [4.2(U x 102/mg-

dried cells) ]を示し、表 3-1 に示したフラスコ培養と同レベルの高活性

が得られた。一方、菌体外活性は単調増加し、培養 50h自の 4.2U/ml 

から培養終了時には 6.8U/mlまで増加した。

サスペンジョン培養では、溶存酸素濃度は培養 15h自でゼロになり、

菌濃度は培養 15h自の 4g/lから徐々に増加し、培養 70h自に 7g/lに
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図 3-3.CBFにおける固定化培養とサスペンジョン培養の比較

(a) BSPs固定化培養 BSPs添加量， 1500コ/1;(b)サスペンジョン培養.

X b s p (・)， BSPs内菌体濃度 XI U S (0)， BSPs外菌体濃度;LA(I) (.) ， 

BSPs固定化菌体の菌体内エステル交換活性;LA ( 1 ) (口)，サスペンジョン

培養菌体の菌体内エステル交換活性;LA(E) (ム)，菌体外加水分解活性 .

通気量 4vvm.実培養容積 61. 
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達したのち、 自己消化のため減少した。 培養中にお けるkLaは 4g/lの凶

体を含む培養液の粘度の増加により、 培養 15h目で急激に低下している

もの推察される。 131)サスペンジョン培養における菌体内、および菌体外

リバーゼ活性は大変低く、それぞれ 0.5(U x 102/mg-dried ce11s)、1.5

U/m1であった。最終的にCBF内で得られる菌濃度は BSPs固定化培養で 6

g/l、サスベンジョン培養では 7g/1であり、大差はなかった。

したがって、表 3-3より監ム chinensisの菌体内、および菌体外のリ

ノ〈ーゼ生産は共に、 BSPsを使用することによって、著しく促進され、ファ

ーメンターとして、 CBFが BSPs固定化菌体の培養に適することが明らかに

なった。

3-3-2-2. BSPs添加量の影響

図 3-4に CBF培養におけるBSPs添加量の固定化およびリバーゼ、生産へ

の影響を示した。 BSPs添加量 1000コ/1、1500コ/1の場合で、菌体内外の

リバーゼ生産にはほとんど差は認められなかったが、菌体内外での増殖に

は有意差が認められ、 BSPs添加量が 1000コ/1と低い場合、 BSPs外で、の菌

体増殖が著しく、結果として、 BSPs内閣濃度の低下を引き起こした。第2

章のフラスコ培養ではBSPs添加量が 1000コ/1でほとんどすべての菌体が

BSPs内に固定化されたされたが、 CBF内で完全な固定化を実現するために

はさらに多くのBSPsを加える必要があった。これは両者の問での液の流動

状態、あるいはBSPsに対するせん断力の遣いによるものと推察される。

本結果より以下の実験ではCBF内で良好な固定化状態を実現するために、

BSPs添加量を 1500コ/1とした。
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ゼ生産への影響

BSPs添加量(企，ム)， 1000コ/1; (・，0)，1500コ/1.使用記号:図 3-3

参照. (ム，0)，BSPs外増殖菌体.通気量 5vvm. LA ( 1) :菌体内エステ

ル交換活性. LA(E):菌体外加水分解活性.
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3-3-2-3.通気量:の影響

通気量の影響を調べるために、通気量を 4---7 vvmの範囲で変化させて

培養した。図 3-5に示したように、通気量によらず、ほとんどすべての

菌体が培養 50h目以降BSPsに良好に固定化され、 BSPs外での増殖はほとん

どに認められなかった。 BSPs内での増殖の挙動にはほとんど差は求められ

なかったが、通気量の増加は菌体内リパーゼ、活性に顕著な影響を与え、菌

体内活性の低下を引き起こした。図 3-5より培養液中の溶存酸素濃度が

何らかの重要な役割を果しているのではないかと推察される。

したがって、次項では図 3-5より、通気量として 4vvmを選び、菌体

内リバーゼ活性を高めるために、培地の主成分である肉エキスの流加方法

について検討を加えた。またCBF-BSPs培養系の最適通気量については後に

さらに詳細な検討を加えた。 (3-3-4参照)。

3-3-3.比基質供給速度を制御した流加培養

3-3-3-1.定流量流加培養

リバーゼ生産のために多量の肉エキスを使用することは、リバーゼ生産

コストを増加させるので、工業的には好ましくない。そこで、ここでは肉

エキスの流加培養がリバーゼ生産に与える影響を検討した。まず、少量の

肉エキスを含む(肉エキス濃度 2g/l)培地で、 24h回分培養した後、肉

エキスを 0.94---2.30 g-肉エキス/hの範囲で定流量流加した培養結果を

図 3-6に示した。

すべての流加速度において、 BSPs外での増殖はほとんど認められず、

BSPs内での増殖速度は流加速度に依存せず、一定でほぼ直線的に増殖した。

菌体内リバーゼ活性は回分培養時の活性に比べ、ほぼ1.3---l.5上昇する傾
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， 5 vvm;一一一一一， 7 vvm. LA ( 1 ) :菌体内エステル交換活性. LA (E) 

:菌体外加水分解活性.
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1.37; C~. ム，肉エキス供給速度(・.0.'. ()). 0.94; c.口同1.[1) • 

(・...，..).BSPs 

内菌体濃度 (0.口ム).BSPs外菌体濃度; (，._.，+J.菌体内エステル

交換活性(().[J，企)，菌体外加水分解活性 .DOカーγとうイン:一一， 0.94， 

~， A) ， 2.30 g-肉エキス/h 使用記号:図 3-3参照

¥1. 37，一一一一一， 2.30 g-肉エキス/h.通気量 4vvm. BSPs: 1500 
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向を示したが、培養全般を通じ、非常に不安定で、変動していた。

この菌体内リバーゼ活性の変動現象を解析するために、 3-1式そこで¥

で示される比肉エキス供給速度24)というパラメータを設定し、菌体内リ

パーゼ活性との関係を調べた(図 3-7)。

(3 -1) qo = 1000fo/(XbopNt) 

f I :肉エ但し、 qo:比肉エキス供給速度 (g-肉エキス)(g-cell)-l (h)一¥

キス供給速度 (g-肉エキス〉 (h)-1;Xb E p:BSPs内菌濃度 (mg)CBSP) -J ; 

Nt: CBF内の総BSPs数 (particles).
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図3-7. 比肉エキス供給速度とBSPs固定化菌体内リバーゼ活性との関係

と同様使用記号とライン:図 3-6
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図3-7より最大の菌体内リバーゼ活性は比肉エキス供給速度がo.04~ 

0.08の比較的、狭い範囲内で認められることがわかる。本結果は肉エキス

の供給速度を菌体増殖にあわせて変化させ、最適な値にコントロールして

やれば、培養全般を通じて、より高い菌体内活性を縦持できる可能性を示

唆していると考えられる。そこで次にマイクロコンビュータを用いて比肉

エキス供給速度を最適値に制御することを試みた。

3-3-3-2.比肉エキス供給速度を制御した流加培養

比肉エキス供給速度を図 3-7から適切であると考えられる 0.05、適

切ではないと考えられる 0.1にコントロールするための流加速度 f(0.05)，

f(O.l)をそれぞれ時間の関数として次の様に計算した。図 3-7より BSPs

内の菌濃度は 3-2式で表される。

Xb • p = 0.023t + 0.864 (3-2) 

但し、 t: 培養時間

3-1式より肉エキス供給速度は 3-3式となる。

f. = Xb • p Nt q./1000 (3-3) 

よって 3-2式および、 Nt = 9000 (BSPs添加量Jl500コ/1，実培養液量:

61)， q. = 0.05， q. = 0.1をそれぞれ 3-3式に代入すると、 f(0.05)，

f(O.l)はぞれぞれ 3-4式、 3-5式で表される。
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3-4， 3-5式を用いて、マイクロコンビュータで 2-hのインターバルで肉

エキスの流加量を変化させた培養結果を図 3-8に比較した。

図 3-8より比肉エキス供給速度を0.05にコントロールした場合、四分

培養に比べ、1. 3~1.5 高い菌体内リバーゼ活性が培養全般を通じて維持
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図 3-8.比肉エキス供給速度を一定値に制御した流加培養結果

(田口，車[))， 0.1 (g-肉(・，0，+⑩)， 0.05; 比肉エキス供給速度:

(・，-)， エキス)(g-dried cells)-l(h)-l.使用記号:図 3-3参照.

BSPs内菌濃度 (0，口)， BSPs外菌体濃度; (+串)，菌体内エステル交換

活性(()，[J)，菌体外加水分解活性.DOカー7':一一一，0.05， 

0.01 (g-肉エキス)(g-dried cells)-l(h)-l. うイン:一一一， 3-2式; 一一

回分培養における菌体内活性(図 3-3);一一一一一，回分情養における菌体外
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されることが明らかになった。しかし ながら、比肉エキス供給速度を 0.1

に維持した場合、菌体内リバーゼ生産は促進されず、回分培養と同程度の

活性しか得られなかった。さらに図 3-7より菌体内リバーゼ生産の促進

に効果があると考えられる比肉エキス供給速度の下限値 0.04での培養も

実施した(データは図 3-8には示さなかった)。比肉エキス供給速度

0.04と 0.05の間で実験結果に差はほとんど認められず、 0.04の場合も

菌体内リパーゼ生産は促進された。したがって、適切な比肉エキス供給速

度は0.04から 0.05の範囲にあるものと結論された O

肉エキスが也ム chinensisのリバーゼ生産にどのような役割!を果して

いるかははっきりとはわからないが、今回の実験結果より、肉エキスが制

限された状態が本菌の菌体内リバーゼ生産には好ましいようである。 今

回、比肉エキス供給速度をいう菌体内リバーゼ生産を促進するために有効

な指標を見い出したことはBSPs固定化菌体内リバーゼを工業的に大量生産

する場合に非常に有益であると考えられる。
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3-3-4 最適通気量の決定

すでに述べたように BSPs固定化菌体の菌体内リバーゼ生産に影響を与

える因子として、肉エキス濃度の他にもうひとつ、 Jm気量が見い出されて

いる(図 3-5)。通気量はファーメンター内の酸素移動と密接に関係する

と考えられ、ひいては好気性菌である也ム chinensUの菌体増殖にも影響

を与えると予想される。したがって、 BSPs固定化菌休の大量培養法を庇立

するためには最適な通気条件を決定することが必須となる。特にファーメ

ンター内の酸素移動はファーメンターのスケールによる影響を受けること

が良く知られており、最適通気量の決定に関しては1種類(1スケール)のファー

メンターを用いた検討では不十分であると考えられる。そこで、ここでは

塔径の異なる3種類のCBFを用いて、まず、 CBF-BSPs系の酸素移動特性につ

いて検討した。

3-3-4-1. Circulating bed fermentorの酸素移動特性

図 3-9にBSPsを加えない水系の kLa、 εGに対するCBFの塔径 Dおよび

縦横比 L/Dの影響を示した。図 3-9より Dおよび L/Dは CBF内の kLaに

ほとんど影響を与えず、水系の kLaは実験式 (3-6式)で表せることがわ

かった。

log(kLa) = 1.091og(Vs) - 2.14 (3-6 ) 

D = 11 cmの場合の εGは塔径が大きい場合 εGに比べて数倍大きく、物

質移動係数 kLは Dや V"の影響をほとんど受けずほぼ一定と考えられるの

で132)133)、D= 11 cmの CBF内の平均気泡径は Dご 15あるいは 20cmの

場合に比べて、数倍大きいと考えられる。観察結果からもそのような傾向
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也ιchinensisの菌体内リバーゼ生産を促進するために、培地中にオレ

イン酸を添加する必要があることは既に述べた(第2章 2-3-1)。そこで 2

種類の CBF(D= 11 cm， L/D = 4.36; D = 20 cm， L/D = 2.48)にオレイン

酸を1--似加え、 kLa、 εGに対するオレイン酸濃度の影響を調べた。図

3-9'こ示すようにkLaは塔径によらず、オレイン酸を加えることによって

(オレイン酸濃度の影響はほとんど認められず)全体的に低下し、新たな

実験式 (3-7式)が得られた。

log(kLa) = 1.401og(V.) -2.37 (3-7) 

e G は添加するオレイン酸濃度の増加とともに増加する傾向が認められ、

本結果はオレイン酸の添加によって平均気泡径が変化している可能性を示

唆している。しかしながら、観察結果からは、はっきりとした気泡径の違

いは認められなかった。

以上の予備検討の後、空BSPs、および2%寒天を含浸させた菌体付着模擬

BSPs (し1ずれも 6mm立方体)の kLaへの影響を検討した(図 3-9)0BSPs 

の影響を検討するにあたり、添加したBSPs量を示す変数として、 BSPsの見

かけのホールドアップ ε日を次のように定義した。

εE且=NpVp/VR (3-8) 

但し、 Np，BSPs添加イ回数(particle);V p， BSPs1何の見かけの容積(例え

ば6mm立方体BSPsは Vp = 0.216 cm3
); VR， CBFの実容積 (cm3) 

空BSPsを加えた場合、 ευの増加につれて、僅かではあるが kLaが低下

する傾向が認められた。一方、寒天含浸BSPsを加えた場合は加えない場合

(3-7式)に比べ、 kLaは極端に低下し、しかも Vs = 2 cm/s以上ではほぼ
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図 3-10.空BSPsおよび寒天含浸BSPsのkLaへの影響

空BSPs，ε8a ，φ0.1; 4， 0.2;ヤ0.3;中， 0.35 寒天含浸郎即Ps

e 8 a九， .， 0.1上 0，0.15止..， 0.2上;ム， 0.25止.， 0.3. うイン:

水系のkLa (3-6式); 一一一一一一一一一， オレイン酸を加えた場合のkLa (3-7式)• 

CBF(D = 20 cm， L/D = 2.48) 

一定の値を示した。

既に述べたように、回分培養においてに=2.26 cm/s以上で、通気量

の増加は菌体内活性の低下を引き起こした(図 3-5)。さらに図 3-9の結

果より、実培養系において通気量を Va = 2.1 cm/s以上培加させても CBF

の酸素供給能力はほとんど増加しないと考えられる。したがって、通気量

を増大させることは CBF-BSPs菌体内リバーゼ生産システム対して、何ら

好結果をもたらさないのではないかと指:測された。そこで、 CBF-BSPs菌体

内リバーゼ生産システムの最適通気量として、 CBF内でBSPsの円滑な循環
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を実現できる最低泡気皇、すなわち BSPsぷ小説fJmiill気訟に注口し、ゆくに

述べる3種異塔径のCBFを用いた培養実験でその適切性を検討した。

BSPs最小循環通気量はすべてのおPsが良好に循環している通気量から、

BSPsの滞留層の形成がCBF内に観察されるまで、通気量を低下させること

により決定した。

3-3-4-2 微生物保持粒子内での増殖特性

CBFの塔径によらず、比肉エキス供給速度を最適値にコントロールする

ためには、 BSPs内の菌体濃度を予測する必要がある。そこで、 D= 15 cm 

のCBFを用いて、通気量、肉エキス供給速度、 BSPs添加量を図 3-11に示

す、ほとんどすべての菌体がBSPsに固定化される範囲内で変化させ、これ

ら培養条件がBSPs内増殖に与える影響を調べた。さらに通気ガス中の酸素

分圧を変化させ、 BSPs内増殖に与える影響も検討した(図 3-12)。

図 3-11、図 3-12に示すように、 BSPs内菌体増殖は通気ガス中の酸素分

圧を変化させる以外、ほとんど変化せず、実験式

XblP = 
XmbIP(t-tin) 
Kt + (t-tin) 

(3-9) 

で表現できた。 XbIP:BSPs内菌体濃度(mg/BSP)，XmblP: BSPs内最大菌体

濃度(4 . 2 m g/BS P)， t:時間 (h)，tin:流加開始時間(h)，Kt: 定数 (27.7h，

t i n = 24hの場合)

これらの結果はBSPsに固定化した場合、菌体はBSPs表層付近にフィルム

を形成するので(第2章、図 2-2参照)、フィルム内で酸素が拡散律速状

態となり、酸素がBSPs内でt増殖制限基質となっていることを示唆している。

また図 3-10のkLaの挙動とも良く一致していると考えられる。したがっ

て、以後すべての実験において、 3-9式を用いて比肉エキス供給速度を最

適値にコントローノレした。
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図 3-11.培養条件(酸素分圧以外)がBSPs内増殖に与える影響。

aeratlOn 
feed 

meat extract 
BSPs conc. 

symbol rate 
mode 

feed rate (particles/I) 
Vs (cm/s) (g-meat extract/h) 

•• 2.26 C.F. 0.94 1500 .a 2.26 C.F. 1.37 15∞ • • 2.26 C.F. 2.30 1500 
O 2.26 C.C. 1500 
A 2.26 C.F. 1.52 1800 
ロ 2.26 C.F. 2.04 1800 
。'} 3.39 C.F. 1.90 1800 
d. 2.83 C.C. 1800 

Feed mode: C.F.， constant-feed rate fed-batch culture; C.C.， com-
puter-comrolled fed-batch culture in which the feed rate of meat ex-
tract was varied by a microcomputer at 1・hintervals to maintain the 
specinc feed rate of meat extract at 0.05. 
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酸素分圧 (atrn):・.0.21; ~. 0.34;置. 0.41 培養条件:通気量，

kこ 2.26crn/s; 肉エキス流加速度. 2.30 (g-肉エキス)(h) -1; BSP s . 

HR -4 0 ( 1 80 0 p a r t i c 1 e s /1) ;温度. 3 OOC; p H. 5. 0 
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3-3-4-3.微生物保持粒子最小循環通気最における培養

D = 20 cmのCBFにおいて、通気量をBSPs最小循環通気量(VI = 1. 4 8 c m/ 

s)およびVI = 2. 12 cm/ sとして培養した結果を図 3-13に比較した。通安

量によらず、培養 40h目でほとんどすべての菌休はBSPsに固定化され、

その後、 BSPs内菌体濃度予測式(3-9式)と良好な一致を示しながら、 BSPs

内で増殖した。 3-9式は塔径の大きなCBF(D= 20 cm)においてもBSPs内の

菌濃度を予測する上で、有効であることが確認できた。

V I = 2.12 cm/sの場合、菌体外リバーゼ活性は培養時間の経過とともに

増加し、菌体内活性はBSPs最小循環通気量での培養に比べ、少し低い値を

示した。これらの結果は、菌体内リバーゼ生産に適した肉エキスの流加培

養条件下においても、回分培養と同様に、通気量の増加が菌体内リバーゼ

生産に対して、抑制効果を示すことを明らかにし、 BSPs最小循環通気量が

CBF-BSPs菌体内リバーゼ生産システムの最適通気量である可能性を示唆し

ていると考えられる。

次に、 BSPs最小循環通気量の適切性を明らかにするため、他の2積類の

CB F (D = 1 0， 15 c m)用いて、それぞ、れのBSPs最小循環通気量で、培養し、

結果を図 3-14に比較した。 各CBFにおけるBSPs最小循環通気量は表 3-2

に示した。

表 3-2.3種類のCBFの形状およびそれぞれのBSPs最小循環通気量

Diameter 
D (cm) 

Aspect 
ratlo 

L/ D (-) 

4.46 

2.26 

2.86 

Working 
yolume 

(1) 

3.5 
6.0 

18.0 

Minimunl circulating aeration 
rate of BSPs 
K(cm/s) 

2.12 

1.69 
1.48 

ハU

戸、J
ハU

1
i
1
a
今〆臼
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[J). 2. 12 cm/ s .使用記号:図 3-3参照. (・..).BSPs内菌濃度 (0.

口).BSPs外菌体濃度; C+瞳).菌体内エステル交換活性 C().[J).菌

体外加水分解活性. DOカープ:一一一. 1.48 cm/ s ; 一一一一一一一.2.12 cm/s. 

?イン:一一一一. 3-9式;一一一一，回分培養における菌体内活性(図 3-

3) . 
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図 3-14.3種類のCBFにおけるそれぞれのBSPs最小循環通気量での

培養結果

BSPs最小循環通気量:表 3-2参照 CBFの塔径(J...ム .~.A). 10 cm; 

(・，0 . + . ())， 15 cm; (田口.， • [J). 20 cm 使用記号 :図日参照

(A，・回)， BSPs内菌体濃度(ム，0.口).BSPs外菌休濃度(牟，+串)， 

菌体内エステル交換活性(企.()，[)).菌体外加水分解活性.DOカー7': 

一ーー， 10 cm; 一一一， 15 cm; 一一一一一一. 20 cm. 7イン: 図 3-13 参照.

- 71 -



図3ーはより 3種類のCBF内において、 BSPs内の間体閉別は 3-9式に良く

ー致し、菌体内外のリバーゼ生産の挙動にも顕著な差は認められなかった。

加えて、使用したすべてのCBFにおいて、菌体内リバーゼ活性は回分培養

に比べ、 1.3---1.8倍増幅された。

表 3-2より 6一mm立方体 BSPs(ε 圃畠= 0.389)のBSPs長小循環通気量は

CBFの塔径によって影響を受け、塔径が大きいほど、 BSPs最小循環通気量

は小さくなった。 CBF内のBSPsの流動状態の観察から、 BSPsの循環スピー

ドは通気量が大きくなるほど、また同じ通気量 (V1) ではCBFの塔径が大

きいほど、速くなる現象が認められた。したがって、 BSPs周りのせん断力

は通気量やCBF塔径の増大とともに増加しているのではないかと推察され

る。このようなBSPs周りのせん断力の増加が図 3-13に認められる通気量

の増大にともなうリバーゼの菌体外への分泌を促進している原因ではない

かと考えられる。 129) 

CBF-BSPs菌体内リバーゼ生産システムにおいて最も重要なことはリバー

ゼを菌体内に保持し、菌体外への分泌を避けることである。したがって、

BSPs周りのせん断力は最低のレベルに抑えられるべきであろう。 BSPs最小

循環通気量はBSPsの大きさやCBFの形状に関係なく、このような最低のせ

ん断力環境をBSPs周りに実現すると考えられる。それゆえBSPs最小循環通

気量はCBF-BSPs菌体内リバーゼ生産システムの最適な通気量となるのでは

なかろうかと推察される。

さらに、図 3-14 に示した実験結果より、 BSPs最小循環通気量は CBF-

BSPs菌体内リバーゼ生産システムのスケールアップファクターとなるので

はないかということが考えられる。しかしながら、スケールアップファク

ターとして有効であることを確認するためにはさらに大きなスケール (D

>> 20 cm) の CBFを用いた検討が必要と考えられる。
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3-4.結論

BSPs固定化菌体の大量培養法について検討した結果

1) Circulating bed fermentor (CBF) を用いて、 BSPs回定化菌体の大量

培養が可能であることが明らかになった。

2)流加培養において肉エキスの供給速度が菌体内リバーゼ活性に影響を

与えることがわかり、比肉エキス供給速度を0.04---.0.05の範囲に制御

して培養すれば、菌体内活性を回分培養に比べ、 1.3--1.5倍程度増幅

できることがわかった。

3) BSPs内増殖の増殖制限基質は酸素であり、 BSPs内増殖は通気ガス中の

酸素分圧を変化させる以外ほとんど変化せず、実験式

Xbsp = 
Xmbsp(t-tin) 

Kt + (t-tin) 

で表現できた。 但し、 Xbsp:BSPs内菌体濃度(mg/BSP)，Xmbsp: BSPs 

内最大菌体濃度 (4 . 2mg/BSP)， t:時間 (h)，t i n :流加開始時間 (h)， 

K t :定数(27.7h， t in = 24hの場合)。

これはCBF-BSPs培養系の酸素移動特性に起因するものと考えられた。

4)通気量も菌体内リバーゼ活性に影響を与え、通気量の増加は菌体内リ

ノ〈ーゼ活性を低下させることがわかった。 CBF-BSPs菌体内リパーゼ生

産システムには、 CBF内でBSPsの円滑な循環を実現できる最低通気量、

すなわち BSPs最小循環通気量が適切で‘あることが明らかになった。
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第 4章 Rhizopus属糸状菌の前体内リバーゼ生産促ill誘囚

4-1.緒言

ポリウレタン微生物保持粒子(Biomasssupport particles，以下 BSPs)

に固定化することにより、 Rhizopuschinensisの菌体内リバーゼ生産が著

しく促進され、そのアセトン乾燥菌体を直接、リバーゼ酵素触奴として利

用できることは、リバーゼ酵素が高価な現状において、実用的、経済的に

非常に興味あることである。一方、酵素工学的見地からは、このような菌

体内リバーゼ生産の促進を引き起こす誘因 (Trigger)はいったい何なのか

ということが、将来的に応用展開できる可能性を有する一つの関心事で‘あ

る。本章ではこの菌体内リバーゼ生産の促進誘因について検討を加えた。

既に示したように、監ム chinensisをBSPs'こ固定化した場合、菌体はま

ずBSPs骨格にしっかりと絡み付き、次第にBSPsの表層近くに密にフィルム

を形成する。本現象より、次の2つの誘因を想定することができるであろ

う。すなわち

(1)ポリウレタンの構成成分として存在する何らかの物質

(2 )バイオフィルムの形成のような菌体の集合現象

である。

ここでは、ポリウレタンの構成成分として存在する何らかの物質の影響

を調べるために、ポリウレタン以外の材質からなる程々の BSPsへの Rh

cr1inensisの固定化を試み、固定化された菌体内の活性をポリウレタン固

定化菌体の活性と比較した。また、菌体集合現象の影響を明らかにするた

めに、 BSPsを用いないサスぺンジョン培養において、培養条件を変化させ
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て、本菌の増殖形態をパルビー状態からぺレット状態に変化させることを

試み、ペレットの形成が菌体内リバーゼ生産に与える影響を調べた。

さらに、監ム chinensis以外の Rhizopus属の糸状菌に対しでもBSPsへ

の固定化を試み、これら菌体のリバーゼ生産に与える固定化の影響を調べ

た。本章では、 Rhizopus属の糸状菌に共通していると考えられる菌体内

リバーゼ生産の促進誘因が明らかにされた。
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4-2 実験装置及び実験方法

(1)使用菌株

リバーゼ生産菌株であることが既に報告されている次の7桓煩のRhizo一

回E属の糸状菌を使用した。

Rhizopus chinensis IFO 4768122
) 

Rhizopus javanicus IFO 5441 

Rhizopus delemar IFO 46976
-
9
) 

Rhizopus oligo~por旦~ IFO 863110
) 11) 

Rhizopus niveus IFO 47593
) 

Rhizopus japonicus IFO 47593) 12-14) 

Rhizopus oryzae IFO 474414
) 

これらの菌株はPSA(Potato-sucrose-agar)スラント上で培養した後、 4

℃で保存した。

(2)基本培地組成

第2章で述べた基本培地[2-2. (2) ]に菌体内リバーゼ活性を高めるため

に、オレイン酸 20g/lを加えたものを基本培地として使用した。
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BSPs) (3)微生物保持粒子CBiomassSupport Particles. 

次に示す6種類のBSPsを使用した。

ポリウレタンフォームBSPsHR-40 [ブリジストン社(製)] 

[住友3M社(製)] ナイロン不織布BSPsScotch-Brite TM 

[住友3M社(製)]ポリエステル不織布BSPsFloor Scrub TM 

[日本将線社(製)] ステンレススチールフェルト BSPsNaslon TM 

[銭紡化成社(製)] 

セルロースBSPsCSII [酒伊エンジニアリンク、、社(製)] 

ポリビニルフォルマール樹脂BSPsBell-Eta TM 

これらBSPsの特性値を表 4-1に示した。

表 4-1.使用したBSPsの特性値

Porosity 
(一)

Pore size 
(um) 

Cubic size 
(rnm) 

Material 

635b 0.97 
Nonwoven fabric 
Nonwoven fabric 

Felt 
0.86 
0.98 

500 
1260 

f
h
u
n
x
u
n
x
u
f
h
u
c
、JF

、J

Polyurethane 
Nylon 
Polyester 
Stainless steel 
PVAa 
Cellulose 
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a Polyvinyl formal resin. 
b 40 pores per linear inch. 



ジャーファーメンター培養、1・I
J

a
n
u
l
 

，，t
t

‘、

(実培養10-1ジャーファーメンタ-MD 500 [L. E. marubishi C製)] 

液量:6 1)を用いたサスペンジョン培養において、撹件数を変化させ、

Rh. chinensisの増殖形態をパルビー状態から、ぺレット状態に変化させ

ジャーファーメンターの撹祥ベラは6枚羽根タービン契ることを試みた。

(径 10cm)、1枚とし、ノくッフルプレートは{吏用しなかった。

ファーメンター(2)一(a)]し、第3章と同様の方法で種培養[第3章， 3-2. 

に Inocu1umnsize 5% Cv/v)で接種した。培地としては基本培地のポリぺ

30 g/lに変更し、オレイン酸濃度を 65g/lと70 g/lを肉エキスプトン

したものを用いた。培養条件は次のようにした。

2 l/min:撹狩数， 250， 350， 450 rpm; pH， 5.0;温度， 30oC. 通気量，

フラスコ培養法、乾燥菌体調製法、酵素反応、分析方法については第2
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章と同様の方法で行なった。



ト3.実験結果及び考察

4-3-1 .種々のBSPsへの固定化がリバーゼ生産に与える影響

ポリウレタンの構成成分として存在する何らかの物質が也ムchinensis

の菌体内リバーゼ生産の促進に寄与している可能性を明らかにするため、

Rh. Chinensisを表 4-1に示した程々の材質よりなるBSPsと共にフラスコ

その結果、使用したすべてのBSPsにおいて、ほとんどすべての培養した。

菌体が培養中に自然にBSPsに固定化され、 BSPs外での増殖は全く認められ

なかった。表 4-2に種々のBSPsへの固定化が Rh. chinensisのリバーゼ

生産に与える影響を示し、図 4-1に也ム chinensisを固定化した表 4-1

ポよりナイロンBSPs、に示した種々のBSPsの断面写真を示した。図 4-1

リエステルBSPs、およびセルロースBSPsではポリウレタンBSPsの場合と同

様にBSPs表層近くに菌体がフィルムを形成している様子が観察された。一

方、ステンレススチールBSPsおよびPV ABSPsの場合はフィルムの形成は

ステンレススチールフェルトのすき間あるいは PVA樹認められないが、

脂のくぼみの部分に菌体がコロニーを形成している様子が観察された。

使用したすべての材質のBSPsにおいて、固定化された菌体表 4-2より

の菌体内活性はサスべンジョン培養菌体に比べ、数倍上昇していることが

ナイロわかる。本実験で使用したBSPsは合成高分子であるポリウレタン、

PVA、無機材料であるステンレススチール、天然物ン、ポリエステル、

これらの物質の椛成成分を詳質であるセルロースにより構成されている O

これらに共通の構成成分が存在している細に比較することはできないが、

したがって、表 4-2の結果は Rh. Chinensisの肉体内とは考えにくい。

リバーゼ生産の促進誘因はポリウレタン構成成分として存在する何らかの

特定な物質ではないことを示唆していると考えられる。
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Cわ

Cコ BSPs 

Polyurethane (6 mm) 
Nylon (8 mm) 
Polyester (8 mm) 
Naslon (6 mm) (stainless steel) 
PVA (5 mm) 
Cellulose (5 mm) 
Controla 

表 4-2.種々のBSPsへの回定化が Rh.Chinensisの

リバーゼ、生産に与える影響

lntracellular lipase 

Cell conc. activity 

(mg/BSP) Interesterification H y×d 1r0o 2l/ym sis 
(U x 102/mg) (U x 102/mg) 

3.8 5.15 37.5 
6.6 4.20 26.7 
6.2 5.07 41.6 
3.9 3.53 13.8 
2.1 3.64 14.3 
2.7 3.89 38.3 
5.3 (gl f) 0.58 13.4 

a Freely suspended cells without using BSPs. 

Extracellular Iipase 
activity 

Hydrolysis 
(U x 102/ml) 

198 
273 
225 
250 
225 
231 
316 

Concentrations of polyurethane， nylon， polyester， Naslon， PV A， and cellulose were 150， 100， 100， 150， 200 and 200 partic1es/l 00 ml-medium， 
respectively. 

BasaI medium: Polypepton， 70 g; NaNO)J 1.0 g; KH2P04， 1.0 g; MgS04・7H20，0.5 g; oleic acid， 20 g in 1 I of tap water. 
Culture conditions: temperature， 30oC; initial pH， 5.6; cultivation time， 85 h; reciprocal shaking， 150oscillations/min and 70 mm amplitude. 



" 

a) 

¥、，ノ
L
U
 

図 4-1.Rhム chinensisを固定化したBSPsの断面写真(その 1) 

a)ナイロンBSPs， b)ポリエステルBSPs， c)セルロースBSPs.
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d) 

図 4-1.Rhょ Chinensisを固定化したBSPsの断面写真(その 2)

c )ステンレススチールBSPs，d) P V A BSPs . 
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4-3-2.増殖形態とリバーゼ生産の関係、

Rh. Chinensis菌体内リバーゼ生産の促進に対する菌体集合現象の影響

を明らかにするために、培養条件をかえて、監ニ生担ensisの増殖形態を

パルビー状態からぺレット状態に変化させることを試みた。既に述べたよ

うに、糸状菌の増殖形態は培養条件の微妙な変化に影響されて、複雑に変

化することが知られている。 125) 監ム chinensis の場合、撹tl~数によりぺ

レット形成が影響を受けることが明らかになった。

図 4-2に担祥数がサスペンジョン培養における ELchinensisの菌体

増殖、リバーゼ生産に与える影響を示した。また撹枠数 450rpmの場合

の培養経時における増殖形態の変化を図 4-3に示した。図 4-3に見られ

るように撹祥数 350，450 rpmの場合は培養 42h目にぺレットの形成が

認められ、その後、培養時間の経過と共にぺレット数の増加が認められた。

しかしながら、援搾数 250rpmの場合、培養全般を通じて、パルビー増殖

のみが認められ、ぺレットは形成されなかった。

図 4-2より菌体内活性が培養中に見い出されるべレット数の増加に比

例して、増大していることは注目すべき現象であると考えられる。特にこ

の菌体内活性の増加現象は菌体内エステル交換活性に関して、顕著であっ

た。一方、撹件数によらず、パルビー状の増殖形態を示した菌体は 0.5~

0.8 (U x 102jmg-dried cells)の低い菌体内エステル交換活性を示した。

菌体外活性については、捜?字数 450rpmの場合に、培養後期に幾分高い

活性が認められるが、撹件数による顕著な差は認められなかった。また菌

体の増殖速度に対しでも、捜枠数は顕著な影響を示さなかった。

しかしながら、培養液中の溶存酸素濃度は撹件数による影響をうけ、撹

持数が大きいほど、溶存酸素濃度は高い値を示した O 本結果より、培養液

中の溶存酸素濃度が Rh.Chinensisの菌体内リバーゼ生産の促進に対し

て、何らかの重要な役割を果しているのではないかということが考えられ
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図 4-2.撹祥数が也ム chinensisのリバーゼ生産に与える影響

(サスペンジョン培養)

境梓数:・， 450 rpm; ~. 350 rpm; 薗. 250 rpm. DOカー7':一一. 450 

rpm;一一一一一， 350 rpm;一一一， 250 rpm. X:サスペンジョン菌体濃度.

ILA(I):菌体内エステル交換活性. ILA(H):菌体内加水分解活性.

ELA(I) :菌体外加水分解活性
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図4-3‘盟二chinensisの増殖形態の変化(撹祥数 450rpm) (その 1) 

培養時間 :A) 18 h; B) 27 h; C) 42 h. 
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図4-3.Rh二 chinensisの増殖形態の変化(撹祥数 450rpm) (その 2) 

培養時間:D) 50 h; E) 67 h. 
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る。しかしながら、高溶存椴素濃度の条内:下(撹件数 350，450 rpm)にお

いても、パルビー状の増殖形態を示した菌体(培養 18h目あるいは 27h 

目の菌体)は低い菌体内活性を示していた。

菌体がバイオフィルムやべレットを形成すると、その主要部分は酸素律

速状態になると考えられ、このような酸素律速状態が也二chinensisの

菌体内リバーゼ生産を促進している可能性も考えられる。しかし、図 4-2

に示した、撹枠数 250rpmの場合、培養液中の溶存酸素濃度はほぼゼロ

であり、菌体は酸素律速状態にあると考えられるが、パルビー状の明殖形

態を示し、菌体内活性はやはり低かった。したがって、図 4-2，図 4-3

より也.chinensisの菌体内リバーゼ生産の促進誘因はペレット形成の

ような菌体の集合現象であると考えられる。

4-3-3. Rhizopus属糸状菌のリバーゼ生産に対する菌休集合現象の影響

菌体集合現象(BSPsへの固定化)が Rh.chinensisに特有の菌体内リバー

ゼ生産の促進誘因なのか、また他の微生物のリバーゼ生産に与える影響は

どうなのかと言うことは非常に興味ある問題である。ここでは表 4-3に

示した也ム chinensis以外のリバーゼ生産菌株である Rhizopus属の糸状

菌、 6菌株について、ポリウレタンBSPs、セルロースBSPsへの固定化を試

み、固定化操作がこれらの菌株のリバーゼ生産に与える影響を調べた。

使用したすべての微生物は両BSPsに良好に固定化され、 BSPs外で:の増殖

は全く認められなかった。表 4-3よりすべての微生物において、回定化

菌体内リバーゼ活性は固定化しないものに比べて数倍上昇していることが

わかる。また固定化操作により、菌体外のリバーゼ生産は Rh. japonicus 

を除くほとんどの微生物において、 Rh.chinensisの場合と同様に抑制さ

れた。ここで使用した也ムjaponicusは主としてリバーゼを菌体内に生産
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するようである。 3)BSPsを用いないサスペンジョン桔妥において、世ム

ill'-anicus，也ム delemar，監ム oligosporus，監ム fliveusの4菌株ではー

部べレットの形成が認められたが、監ム japonicus，也ム oryzaeは Rh.

chinensls と同様にパルビー状の増殖形態のみが認められた。 したがって、

前者4菌株のコントロールの菌体内活性は後者2菌株に比べ、 2，.....，3倍高い値

を示したのではないかと考えられる。表 4-3に示された結果より、菌{本

集合現象は Rhizopus属糸状菌に共通の菌体内リバーゼ生産促進誘因であ

ることが示唆された。
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00 
Eぷコ

Microorganism 

Rh. jaνσnicus 

Rh. delemar 

R h. oligosporus 

Rh. ni¥'eus 

Rh. japonicus 

Rh. oryzae 

表 4-3. 悶休集合現象 (BSPsへの固定化)が Rhizopus属糸状閣の

リバーゼ生産に与える影響

IntraceIlular lipase 

BSPs 
Cell conc. activIty 

(mg/BSP) Interesterification Hy×d 1r0o2l/ym sis 
(U x 102/mg) (U x 102/mg) 

Polyurethane 3.7 4.97 83.3 
Cel1ulose 2.8 3.27 35.8 
Controla 5.6 (g/f) 1.29 29.8 

Polyurethane 3.2 7.13 94.8 
Cellulose 2.6 4.92 56.3 
Controla 7.6 (g/f) 1.89 29.6 

Polyurethane 3.9 4.47 28.0 
Cellulose 2.6 3.54 25.5 
Controla 6.3 (g/ f) 1.27 11.3 

Polyurethane 4.2 5.38 62.5 

Cellulose 2.7 5.02 38.0 

Controla 5.1 (g/f) 1.30 24.6 

Polyurethane 4.0 3.00 29.6 
Cellulose 2.3 3.68 32. J 

ControJa 7.4 (g/ f) 0.60 12.5 

Polyurethane 3.6 4.75 26.7 
Cellulose 1.8 3.73 20.6 
Controla 5.6 (g/f) 0.62 10.0 

a Freely suspended cells without using BSPs. 
Concentrations of polyurethane and cellulose were 100 and 200 particles/lOO ml-medium， respectively. 

Extracellular lipase 
actlvlty 

Hyd TO]/ ysis 
(U x 1()2/ml) 

158 
123 
336 

183 
141 
186 

71 
85 
128 

76 
183 
288 

21 
25 
21 

283 
133 
408 

Basal medium: Polypepton， 70 g; NaN03， 1.0 g; KH2P04， 1.0 g; MgSO.・7H20，0.5 g; oleic acid， 20 g in 11 of tap water. 
Culture conditions: temperature， 30oC; initial pH， 5.6; cultivation time， 90 h; reciprocal shaking， 200 oscillations/min and 70 mm  amplitude. 



4-4.結論

BSPsへ固定化することによって也ム chinensisの菌体内リバーゼ生産

は著しく促進される。本章ではその促進誘因について検討した結果、

BSPsへ固定化することは Rhizopus属糸状菌のパルビー状態からぺレッ

ト状態への増殖形態の変化を助長することであり、ペレット形成のような

菌体集合現象が Rhizopus属糸状菌の菌体内リバーゼ生産に共通の促進誘

因であることが示唆された。

したがって、糸状菌や放線菌のぺレット形成が何らかの効果をもたらす

バイオプロセスに対して、 BSPs固定化培養技術のさらなる発展が期待され

る。
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第5章 微生物保持粒子回定化的体を用いたエステル転移反応

5-1.緒言

第l章で紹介したように、リバーゼ酵素は油脂であるトリ グリセライド

を加水分解するが、水の少ない微水反応系ではエステル合成反応を触媒す

る。油脂化学工業界では、このリパーゼによる合成反応を利用した;i111Hの

品質改善、新機能性油脂の開発が注目され、最近、この分野の研究開発が

精力的に実施されている(第 1章， 1-3参照)。中でも最も興味をもたれ

ている反応は安価な油脂からカカオバター代用脂を合成するエステル転移

反応であり、既に実用化されつつある。 1)このような状況下において、リ

バーゼ酵素のコストはまだまだ安価であるとは言い難く 2-5)、産業界にお

ける最大の関心事はリバーゼ酵素を用いたエステル転移反応が経済的に

実施可能であるかどうかという一点に集約されている。

第4章までの検討により、高リバーゼ活性を有する微生物保持粒子(Bio-

mass support particles， BSPs)に固定化された Rhiz豆胆schinensisの乾

燥菌体をリバーゼ酵素剤として利用できることがわかり、本フ。ロセスでは

リバーゼ酵素剤の調製コストを市販の精製リバーゼ酵素を用いる一般の固

定化酵素法に比べ、著しく低減できると期待できる(質問l章， 1-1参照)。

したがって、次なる課題は BSPs固定化菌休の特徴を生かし、その機能を

最大限に発揮させることのできるノくイオリアクターシステムを構築するこ

とであり、さらにそのバイオリアクターシステムの実用性を評価すること

である。

エステル転移反応では反応系の水分濃度をコントロールすることが非常

に重要であることは既に述べた(第 1章， 1-3参照)。しかしながら、一

般的な固定化酵素を用いるカラムバイオリアクターシステムでは装置上の

制約から、カラムに供給する反応液中の初期水分濃度しかコントロールす
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ることはできず、エステル転移反応月jノくイオリアクターシステムとして、

適切であるとは言い難い。そこで、本章ではまず、固定化菌体と反応液の

聞で成立する水分濃度の等温平衡関係を利用した固定化菌体内水分濃度

(リバーゼ酵素まわりの水分濃度)のコントロール方法を提案し、さらに、

BSPs固定化菌体の特性を巧く利用して、反応中の反応液の水分渡度を任意

の値にコントロールできる液循環充頃式バイオリアクターシステムを考案

した。

ここでは、 BSPs固定化菌体を用いたエステル転移反応の実用性を評価す

るために、ベンチスケール(実容積 321)の液循環充填式ノくイオリアク

ターシステムを用いて、モデル反応として、オリーブオイルとステアリン

酸メチルのエステル交換反応を実施し、カカオバター代用脂 SOSCl，3-di-

stearoyl-2-o1eoy1g1ycero1)の生産を行なった。まず、連続エステル交換

反応における水分濃度の影響を検討し、固定化菌体内リバーゼの失活速度

の水分濃度依存性を明らかにした。次に液循環充填式バイオリアクターシ

ステムの優位性(水分濃度コントロールの重要性)を明らかにするため、

固定化していないサスペンジョン培養菌体を充填したカラムリアクターと

その性能を比較した。最後に液循環充填式バイオリアクターシステムにお

いて、酵素半減期までの長期連続エステル交換反応を実施し、その実用性

を明らかにした。
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十2.実験装置及び実験方法

(1)反応基質

オリーブオイル、ステアリン酸メチル、ヘキサンを 1: 2: 3の比率(重

量比)で混合したものを反応基質(液)として使用した。

(2)固定化菌体(反応触媒)調製法

世ム chinensisを第3章で述べた塔径 D= 20 cmの Circulatingbed 

fermen tor (CBF)を用いてポリウレタンBSPs(HR-40)と共に、比肉エキス

供給速度を最適値にコントロールして培養した。培養方法、および乾燥菌

体調製法はそれぞれ第3章、第2章で述べた方法と同様にした。

固定化しないサスぺンジョン培養菌体は第4章で述べた装置(ジャーフ

ァーメンタ-)、方法により調製した。

(3)液循環充填式バイオリアクターシステム

図 5-1にベンチスケール液循環充填式ノくイオリアクターシステムのフ

ローシート、図 5-2にその写真を示した。固定化乾燥菌体を充填したス

テンレススチール製反応器(塔径， 20 cm;高さ， 90 cm) (1)に水分調整

槽として機能する 5-1撹祥槽とシリカゲルカラムが接続された。さらに

反応液中の水分濃度を連続的に検出するために、反応器内に水分計 Sys-

tem 1 [パナメトリックス社(製)]のセンサーが挿入された。反応液中

の水分濃度はマイクロコンビュータ PC-9801Vm2 [日本電気(製)]を用

いてコントロールした O すなわち水分計から指示値に対応する直流電流を

マイクロコンビュータにとりこみ、水分濃度設定値と比較して、設定値よ
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図 5-1.液循環充填式バイオリアクターシステムフローシート

シリカゲルカラム (4) 水分計;(1)反応器 (2) 水分調整槽 (3)

ポンプ (7) 水貯蔵タンク;
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マイクロコンビュータ (6)

(8 )反応液貯蔵タンク
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図 5-2.ベンチスケ ール液循環充填式ノ〈イオリアクタ ー

システムの写真

(1)反応器 (2)水分調整槽 (3) ポンプ (4)反応液貯蔵タンク .
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り低ければマイクロコンビュータに法絞されたポンプを動作させて、 7.K貯

蔵タンク(7) より水分調整補 (2) に水を加え、逆に設定値より高い場合

は同様にポンプを動作させて、シリカゲルカラム (3) に反応液を循環す

ることにより反応液を脱水した。 反応液は反応器と水分調整槽の問を 20

l/minの高速で循環した。したがって、液循環充填式ノくイオリアクター

システム内では反応液の完全混合状態が碓保されていた。このようなリア

クタ-システムにおいて、反応液中の水分濃度は設定値+5 ppmの範囲

内にコントロールすることができた。

連続エステル交換反応は次の要領で実施した。まず生成物である SOS

(1，3-distearoyl-2-o1eoylglycerol)のトリグリセライド中の濃度が 35先

程度に上昇するまで、四分反応を実施した。その後、反応液貯蔵タンク

(8 )より、反応液(基質)を水分調整槽 (2) に流量 20l/minでチャー

ジした。同量の反応液を水分調整槽 (2)よりオーバーフローさせること

により、連続エステル交換反応を実施した。

反応器内には約 312gの BSPs固定化菌体(乾燥菌体のみの重量)が充

填され、エステル交換反応は 400Cで実施した。

(4)カラムバイオリアクターシステム

エステル交換反応における水分濃度のコントロールの重要性を明らかに

するため、固定化していないサスベンジョン培養菌体を充填したカラムf

イオリアクターシステムを用いて、述続エステル交換反応を実施した O 図

5-3にカラムバイオリアクターシステムのフローシートを示した。ガラス

カラム(内径， 25 mm;高さ， 500 mm)内に約 30gの乾燥菌体を充填し

液循環充填式バイオリアクターシステムの項で述べたものと同様の装置、

方法を用いて、反応液貯蔵タンク (3)内の反応液(基質)の初期水分濃度

を調整した。反応液(基質)を 2ml/minの流量でカラム内に供給し、

- 96 -



OUT 

2 

70 三 13寸。・ 1

cl  I 

7 一一1 6ト』

M
川

図 5-3. カラムバイオリアクターシステムのフローシート

(1)カラム (2) シリカゲルカラム (3)反応液貯蔵タンク (4) 水貯蔵

タンク (5) 水分計 (6) マイクロコンビュータ(7) ポンプ .
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400

Cで述a 続エステル交換反応を実旋した。

(5)水分濃度平衡関係の測定

菌体と反応液の聞の水分濃度平衡関係、は通常の液;十日吸者の等温吸行平衡

関係の測定法にしたがって求めた。すなわちサスペンジョン培養菌体を

lOOOCで 5min処理して、酵素を失活させた後、第2章 2-2に示した方

法で乾燥菌体を調製した。まず乾燥菌体、及び反応液中の初期水分濃度を

測定した。次に反応液中に乾燥菌体を加え、所定量の水を添加して、十分

混合した後、反応液中の水分濃度を測定して水の物質収支より菌体内の水

分量を推算した。同様の操作を反応液中の水分濃度がその飽和濃度近くに

なるまで繰り返し、水分濃度の平衡関係を求めた。

BSPs固定化菌体およびポリウレタンBSPsのみについても同様にして回液

間水分濃度平衡関係を求め、その差より、固定化菌体と反応液の問の水分

濃度平衡関係を求め、サスペンジョン培養菌体の場合と比較した。

(6) 分析方法

連続エステル交換反応において、オーバーフローした反応液(流出液)

はシリンジフィルターユニット[孔径. 0.5μrn:東洋ろ紙(製)]を用

いて漉過した後、次の方法で分析した。

反応液のトリグリセライド組成は検出器として、昭和電工(製)示差屈

折計 ShodexModel SE-11を装備した日立製作所(製)液体クロマトグラ

フ Model638-50を用いて分析した。カラムとして、 Lichrospher100 RP-

10 [Merck社(製)]を用い、移動相溶媒としてはアセトニトリル/クロ

ロホルム混合液 (7/3v/v)を 1.5rn1/rninで流した。カラム氾度は恒温
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糟により 30
0

Cに{呆った。

全脂質中のトリグリセライド、ジグリセライド、モノグリセライド、脂

肪酸の濃度は島津製作所(製)GPCカラム HSG-15を 2本、 HSG-20を 2本

を直列につないだゲルクロマトグラフ[島津製作所(製) Model LC-3AJ 

を用いて分析した。移動相として、テトラヒドロフランを 1.0ml/minで

流し、検出器としては昭和電工(製)示差屈折計 ShodexModel SE-llを

使用した。カラム温度は 30
0

Cとした。

さらに反応液中の水分濃度はカールフィシャー水分計[京都電子(製)

MKC-210Jを用いて、オフラインでも測定し、パナメトリックス社(製)オ

ンライン水分計の指示値をチェックした。
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5-3.実験結果及び考察

5-3-1.水分濃度平衡関係

エステル交換反応のような微水反応系において、図 5-4に示すような

水分濃度の平衡関係が菌体と反応液の間で見い出された(温度 400C)。サ

スベンジョン培養菌体、および BSPs回定化菌体を用いて平衡関係をそれ

ぞれ測定したが、両者の結果は良く一致し、図 5-4に示す関係が認めら

れた。これらの関係は通常の吸着平衡関係に類似しており、 Brunauer-

Emmett-Tellerの式 (5-1式)で良く表現できた。

v = 
V mCX 

(l-X) (l-X+CX) 
(5-1) 

但し、 V，固定化菌体内の水分濃度 (g-H20/g-driedcells); X.反応液の

相対水分濃度(=Cw/Cs) (一);Cw，反応液中の水分濃度 (mol/ml)，Cs，反

応液の飽和水分濃度 (mol/ml);Vm，定数 (g-H20/g-driedcells); C，定

数(-)を表す。

図 5-4のシンボル(・)は実測値であり、実線は Vm= 0.3702， C = 

2.447とした場合の 5-1式による計算結果である。したがって、エステ

ル交換反応において、重要なコントロールファクターである酵素まわり

(固定化菌体内)の水分濃度は反応液中の水分濃度安コントロールすれば

図 5-4に示された平衡関係により臼動的に制御できるものと考えられた。
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5-3-2.水分濃度と酵素失活

反応液中の水分濃度 (Cw)が固定化菌体内リバーゼの失活速度に与える

影響を連続エステル交換反応によって検討した。リバーゼの失活速度はオ

ーバーフロー液(流出液)中の生産物である sos濃度の減少速度より求

められ、次に示す l次速度式で表現できることがわかった(図 5-6，5-7 

A己巳口刀¥
多ケ只~，) 。

C 101  = C 0 e x p (-k t) (5-2) 

但し、 C808 ，オーバーフロー反応液中の sos濃度(先); c 0，連続操作

に変更後、定常状態に達した時のオーバーフロー反応液中の sos濃度(%)

k，失活速度定数 (h-1
); t，反応時間 (h). 

図 5-5に反応液中の水分濃度 (Cw) と失活速度定数 k、および副生成

物であるジグリセライドの生成速度の関係を示す。副生成物に関して、モ

ノグリセライドの生成はほとんど認められなかった。失活速度定数 kは

Cw = 100 ppm以下になると急激に大きくなるが、 Cw = 100 ppm以上で

はほとんど変化せず、ほぼ一定の値を示した。一方、話IJ生成物であるジグ

リセライドのオーバ-フロー反応液中の濃度は連続エステル交換反応期間

中ほぼ一定に保たれており、その生成速度は水分濃度の増加に比例して、

単調増加した。 Kawauchiら13 ")は脂肪中にジグリセライドが存在すると脂

肪の結晶成長、多形現象を妨害し、脂肪を軟化させる作用を持っと報告し

ている。したがって、結果として、ジグリセライドの存在はカカオノくタ一

代用脂を含むチョコレートのような製薬出品の品質に悪影響を与える。ま

た、本エステル交換反応における、 sosの生産速度は Cwが 30""95ppm 

の範囲で最大値を示すことが既に明らかにされている。 135) したがって、

生産物の生成速度、酵素の失活速度、副生産物の生成速度を考慮すると、。
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図 5-5.反応液中の水分濃度が酵素の失活速度定数 kおよび

副生成物(ジグリセライド)の生成速度に与える影響

(~)オーバ-フロー反応液(流出液)(・) ，酵素の失活速度定数 k;

中のジグリセライド濃度.



エステル交換反応における最適水分濃度は 100ppm付近であると考えら

れる。

反応液中の水分濃度 (Cw)が生産物 (SOS) の収率、すなわち副生成物

(ジグリセライド)の生成速度に影響を与えるばかりではなく、酵素の失

活速度に影響を与えるという結果は非常に興味深いものである。最近の研

究によって、酵素の活性発現には水の存在が不可欠であることが明らかに

なりつつある。 38-40)何故なら、酵素の物理化学的な性質(活性な立体構

造)は水の存在によって直接的、あるいは間接的に影響を受けるイオン結

合、水素結合、 vander Waa1s結合、疎7.K結合などの相互作用に強く依存

しているからである。したがって、原理的にはこの本質的な水が有機溶媒

で置換されれば、活性な立体構造は破壊され、酵素の失活を引き起こすは

ずである。反応液中の水分濃度 (Cw)が非常に少ない場合、酵素とバルク

反応液との間で、緩衝剤として機能する、この木質的な水が不足するため、

有機溶媒が直接、酵素を攻撃し、酵素を失活させているものと推察される。

5-3-3.液循環充填式バイオリアクターとカラムバイオリアクターの比較

図 5-5よりエステル交換反応において反応系の水分濃度をコントロー

ルすることの重要性があらためて認識された。したがって、 BSPs固定化菌

体の使用によって、はじめて実現可能となった反応中に常に酵素周辺の水

分濃度を一定値に保つことのできる液循環充填式ノくイオリアクターシステ

ムはエステル交換反応用のバイオリアクターとして、優れていると考えら

れる。ここでは液循環充填式バイオリアクタ-シムテムの優位性をクリア

ーにするため、固定化しないサスベンジョン培養菌体を充填したカラムバ

イオリアクターを用いて、連続エステル交換反応を実施した。

図 5-6にカラムリアクターに供給する反応液の初期水分濃度を図 5-5

よりの最適値付近 110ppmおよび反応液の飽和水分濃度濃度 (775ppm) 
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図 5-6.液循環充填式バイオリアクターとカラムバイオリアクターの比較

(水分濃度を 100ppmにコントロ，液循環充填式バイオリアクター(・)

(入口水分濃度 750ppm); ，カラムノくイオリアクター(~) ーノレ-

カカ(入口水分濃度 110ppm). SOS:生産物、カラムノくイオリアクター

トリグリセラオバター代用脂 C1，3-distearoyl-2-o1eoylglycerol).TG: 

イド .



近くの値である 750ppmにコントロー ルして、i!E絞エステル交検反応を行

なった結果を、液循環充填式バイオリアクターで水分濃度を最適値 100

ppmにコントロールした場合の結果と比較した。図 5-6よりいずれの水

分濃度の場合も、酵素の失活速度は液循環充填式ノくイオリアクターに比べ

て速くなっていることがわかる。カラム出 口のオーバーフロー反応液(流

出液)中の水分濃度を測定したところ、いずれも場合も非常に低く、 20---

25 ppmであった。図 5-5に示した副生産物(ジグリセライド)の生成速

度の挙動より反応液中の水分濃度を如何に低く抑えても加水分解反応は起

るものと推察される。したがって、カラムリアクターではカラムの入口か

ら出口に向って、水分濃度が減少しカラム内に水分濃度分布が生じると考

えられる。特にカラム出口付近では水分濃度が非常に低くなり、図 5-5

の結果より、酵素の失活は著しいと考えられる。したがって、装置的な制

約により、酵素まわりの水分濃度をコントロールできないカラムリアクタ

ーでは固定化された酵素活性を十分に発現させることができず、エステル

交換反応用バイオリアクターとして適切であるとは言い難い。

図 5-6はBSPs固定化菌体を用いた液循環充填式ノくイオリアクターシス

テムのエステル交換反応用のバイオリアクターとしての優位性を示唆して

いると考えられる。

5-3-4.長期連続エステル交換反応

図 5-7に BSPs固定化菌体を用いた液循環充填式バイオリアクターシス

テムにおける最適水分濃度での長期連続エステル交換反応の結果を示した。

長期連続エステル交換反応期間中、急激な活性の低下を認めることなく、

安定して運転でき、 BSPsよりの菌休の剥離もほとんど認められなかった。

図 5-7に示したように最適水分濃度で、の酵素活性半減期は約 1200hであ

った。本結果は BSPs固定化菌体を用いたエステル交換反応が工業的に十
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SOS:生産物、カカオノくタ一代用脂 (1，3-distearoyl-2-o1eoylglycerol).

TG: トリグリセライド.
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分実施可能であることを示唆していると考えられる。

本章では固定化菌体内リバーゼの酵素半減期を反応基質溶液を一定流量

で供給した連続エステル交換反応で決定した。すなわちYamameら136)よっ

て報告されている constant-feed-ratepolicyによって決定したわけで

ある。 constant-feed-ratepolicyでは図 5-7に示したようにオーバー

フロー反応液(流出液)中の生産物濃度は反応時間とともに減少する。し

かしながら、工業的にはこの生産物濃度の変動は好ましくなく、例えば生

産物の後処理(分離、精製)プロセスを考える場合に、生産物濃度は一定

に保たれる方が望ましい。酵素の活性半減期は生産物滋度を一定に保つこ

とによっても決定できる。すなわちオーバーフロー反応液(流出液)中の

生産物濃度が一定となるように反応基質溶液の供給流量を減らしてゆき、

最初の流量の半分となる時点を酵素半減期とするわけである Cconstant-

conversion policy)136) 。したがって、工業的な実用性を評価するには、

好ましくは constant-conversionpolicyで酵素半減期を決定すべきであ

る。現在、 constant-conversionpolicyでの酵素半減期の決定を検討中

であり、オンライン液体クロマトグラフにより、生産物濃度をオンライン

で測定し、水分濃度制御系にはオンオフ調節計を、トリグリセライド組成

制御系には P、P1調節計を併用することにより、かなり良好にトリグリ

セライド組成を制御できることが明らかになりつつある。



5-4.結論

BSPs固定化菌体を用いた連続エステル交換反応を実施し、固定化微生物

の利用に適したバイオリアクタ一、およびその実用性を検討した結果

1) 固定化菌体と反応液の間で成立する水分濃度の等温平衡関係を利用し

た固定化菌体内水分濃度(リパーゼ酵素まわりの水分濃度)のコント

ロール方法が開発され、さらに、反応中の反応液の水分濃度を任意の

値にコントロールできる液循環充填式ノくイオリアクターシステムが

BSPs固定化菌体を用いたエステル交換反応用リアクターとして開発さ

れた。

2)液循環充填式バイオリアクターを用いた連続エステル交換反応におい

て、リバーゼ酵素の失活速度は反応液の水分濃度(Cw)に依存すること

が明らかになり、 Cw= 100 ppm以下では失活速度は急激に上昇するが、

Cw = 100 ppm以上ではほぼ一定となることがわかった。また冨Ij生産物

(ジグリセライド)の生成速度は Cwに比例して、単調増加すること

がわかった。 したがって、 BSPs固定化菌体を用いたエステル交換反応

の最適水分濃度は 100ppm付近であると結論された。

3)最適水分濃度における酵素半減期はおよそ 1200hであり、 BSPs固定化

菌休を用いたエステル交換反応は工業的に十分実施可能であることが

示唆された。
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未公JE

本研究は菌体内に高リバーゼ活性を有する微生物の乾燥菌体を直接、リ

バーゼ酵素剤として利用する新たなリバーゼ酵素反応システムについて、

工学的に検討を加えたものである。本方法によれば固定化リバーゼ(反応

触媒)の調製コストを著しく低減させることができ、リバーゼによって触

媒される種々の有用な酵素反応の工業化に大きく貢献すると考えられる。

まず、菌株として Rhizopuschinensisを選定し、その菌体内リバーゼ

活性を高める培養条件について検討した結果

1) 培地組成としては、グルコースを含まず、有機窒素源を主成分とする

培地に、オレイン酸のような基質関連物質の添加が必要であることが明ら

かになった。

さらに、微生物菌体の取り扱いを容易にするために微生物保持粒子

(Biomass support particles， BSPs)の固定化を試みたところ

2)ポリウレタンBSPsと共に培養することにより容易におPs固定化菌体を

調製することが可能であり、固定化操作により菌体内リバーゼ活性をサス

ペンジョン培養菌体に比べ、 4---7倍上昇させることができた。またBSPsに

良好に固定化させるためにはBSPsの孔径、添加量、サイズを調整する必要

があることが明らかになった。 BSPs~定化菌体内のエステル交換活性は

0.03---0.05 (U/mg-dried cells)で、工業的に十分、利用可能であること

わかった。
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次にBSPs固定化菌体の大量培養法について検討 した結果

3) Circulating bed fermentor (CBF)を用いて、 BSPs回定化菌体の大量

培養が可能であることが明らかになった。

4) 流加培養において比肉エキスの供給速度を 0.04--，-， 0.05の範問に ~~IJ御し

て培養すれば、菌体内活性を回分培養に比べ、 1.3--，-， 1.5倍程度増幅できる

ことがわかった。

5) BSPs内増殖の増殖制限基質は酸素であり、 BSPs内増殖は通気ガス中の

酸素分圧を変化させる以外ほとんど変化せず、比肉エキス供給速度をコン

トロールする上で有用なBSPs内での増殖を表す実験式が提示された。

6)通気量の増加は菌体内リバーゼ活性を低下させることが明らかになり、

CBF-BSPs菌体内リバーゼ生産システムには、 CBF内でBSPsの円滑な循環を

実現できる最低通気量、すなわち BSPs最小循環通気量が適切であること

が明らかになった。

また、 BSPsへ固定化することによって Rh.chinonsisの菌体内リバー

ゼ生産は著しく促進される、その促進誘因について検討した結果、

7) BSPsへ固定化することは Rhizopus属糸状菌のパルビー状態からぺレ

ット状態への増殖形態の変化を助長することであり、ぺレット形成のよう

な菌体集合現象が Rhizopus属糸状菌の菌体内リバーゼ、生産に共通の促進

誘因であることが示唆された。



最後に、 BSPs固定化菌体を用いた連続エステル交換反応を実施し、固定

化微生物にの利用に適したバイオリアクターの検討、およびその実用性の

評価を行なった結果

8) 固定化菌体と反応液の聞で成立する水分濃度の等温平衡関係を利用し

て固定化菌体内水分濃度(リバーゼ酵素まわりの水分濃度)のコントロー

ルできることがわかり、反応中の反応液の水分漉度を任意の値にコントロ

ールできる液循環充填式バイオリアクターシステムがBSPs固定化菌体用ノく

イオリアクターとして考案された。

9) 液循環充填式バイオリアクターを用いた連続エステル交換反応におい

て、リバーゼ酵素の失活速度は反応液の水分濃度(Cw)に依存することが明

らかになり、 Cw= 100 ppm以下では失活速度は急激に上昇するが、 Cw= 

100 ppm以上ではほぼ一定となることがわかった。また副生産物(ジグリ

セライド)の生成速度は Cwに比例して、単調増加し、 BSPs固定化菌体を

用いたエステル交換反応の最適水分濃度は 100ppm付近であることが明

らかになった。 最適水分濃度における酵素半減期はおよそ 1200hであり、

BSPs固定化菌体を用いたエステル交換反応は工業的に十分実施可能である

と考えられた。
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Co 

Cs 

Cs 0 11 

Cw 

D 

ILA(H) 

Kt 

kLa 

L 

LA ( 1 )， 1 LA ( 1 ) 

LA(E)， ELA(H) 

Np， Nt 

qll 

t 

t j n 

Vm 

VR 

V" 

X 

使用記号

定数，一

連続エステル交換反応の定常状態に

おける SOS濃度，先

反応液中の飽和水分濃度， mol. ml-1 

連続エステル交換反応の流出液中の SOS濃度， %

反応液中の水分濃度， mol. ml-1 

CBFの塔径 cm

肉エキス供給速度， (g肉エキス)・ h-1

菌体内加水分解活性

定数 ，h 

酵素の失活速度定数， h-1 

酸素移動容量係数 S-1

CBFの高さ， cm 

菌体内エステル交換活性， U. (mg dried cells)-l 

菌体外加水分解活性， U.ml-1 

BSPs添加個数， particle 

比肉エキス供給速度， (g肉エキス)(g cell)-1・h-1

時間 ，h 

肉エキスの流加開始時間， h 

固定化菌体内の水分濃度， (g H20)(g dried cel1s)一1

定数

BSPs1個の見かけの容積， cm3 

CBFの実容積， 1 

通気線速度 cm• s -1 

反応液の相対水分濃度(=Cw/Cs)，一
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Xb・p

Xmb・p

x.u. 

ギリシャ文字

εG 

εI a 

BSPs内菌涜度. (mg dried ce11s) (BSP)ー 1

BSPs内最大菌濃度. (mg dried ce11s) (BSP)-l 

BSPs外菌濃度， (g dried ce11s )・ 1-1

ガスホールドアップ

BSPsの見かけのガスホールドアップ，
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