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緒言

微生物 の液 内培 養系 に於 て,酸 素 が気 相か ら菌体表 面 まで移動す る過程 に含 まれ る 諸 抵 抗 に就 いてはHixon

等(1), Bartholomew等(2)お よびWise(3)に よって最初に紹 介 されたが,こ の過程 は大 きく2つ に分 けて考 え る

ことが でき る.1は 気 相か ら培養 液へ の酸素 の溶解 で純物理的 過程 であ り,2は 溶解 した酸 素が菌体 表面 に達 す

るまで の過 程 で,こ れ に は菌 の凝 集性,呼 吸 速度 な どの生物学 的因 子 が関係 して いる.従 来1の 過程 であ る培養

液 の酸 素吸 収速 度を いろ いろに変 え て,そ れ に対す る培 養 系の応答 を調べ た研究は 数多 くあ るが,2の 過 程 であ

る菌 糸間 の酸 素移動 に関 しては若 干 の研 究(2,4)が報告 され てい るに過 ぎな い.わ れ われは この点に着 目して研 究

を行 った結果2,3の 知 見な 得たの で ここに報 告す る.

実 験 方 法

(1) 培 養 系　 培 養 経過 の解 析 な容易にす るた め,代 謝経 路 の簡単な グルコ ン酸醗酵 を選 んだ.使用 した培

地 は第1表 に示 す組 成 のもの,菌 株 はAsp.niger van Tieghem strain No. 2IAM 2093で ある.本 菌 に よる

グ ル コ ン酸 の 生産収率 は 消費糖に対 して75～95%で あ った.第1表 培養液組 成

(2) 培 養 装置

(a) ボル テ ックス型 醗酵槽:第4報 に於 て 報 告 し た 醗酵 槽B(全 容

15l,仕 込量10l)の 邪 魔板 を と り除いた もの で,空 気の吹込 みは 行わず,

攪拌器 の回転 に よ って生 ず る渦 が空気 を吸込み,酸 素 を供給す る.液 上方に

は 無菌空 気を送 り,気 相 の酸素分 圧 は一 定に保 たれ る よ うに した.こ の型式

の醗 酵槽 を使 用 したのは,ガ ラス壁 や攪拌 器 に菌体 が附着 するの を最小限 に

とどめ るた めであ る.

(b) 振盪 培養装 置:第4報(5)に 於 て報 告 した如 く空 気の出 入 口お よび菌の 接種 μを 取 付け た500cc容 振

盪フ ラス コ4箇 を直列 に連 結 した ものを1単 位 と し,こ の4単 位 を並 列に振盪 機 にかけ て使用 した.各 単 位に は
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第1図 実験 用エ ア リフ ト型醗 酵槽

①,② 培地注入及び菌接種口

③ 空気排出口 ④ サンプリングロ

⑤ 温度計 ⑥ 通気管
⑦ ノズル ⑧ 空気吹込口

⑨ 排出口

無 菌空気 を送 り,各フ ラス コ内の空 気は絶 えず 更新 され る よ うに した.

仕込 液量 は100cc,振 盪 回 数は毎分98回 お よび120回,振 盪機 の往

復 行程は7cmで あ る.

(c) 実験室 用エ ア リフ ト型醗酵 槽:第1図 に示 す如 く槽 外に4

本 のガ ラス管を設 け,こ こに空気 を吹込 む こ とに よって液を循 環 させ,

同時 に酸素 供 給 を行 うも の であ る.全 容101,佳 込 液 量 は5～71

で ある.

(3) 菌 の接 種 お よび培養:糸 状菌 は培養 方法 に よ って生 育状 態

が異 な り,種 々の凝 塊を形成 す る こ とが 知 られ てい る(6～9).本 培養 系

に於 て も振盪 培養 を行 うと菌 糸 の球 状凝 塊が形 旗 され るの で,前 培養

は行わ ず直接 胞子懸 濁液 を醗 酵槽 に接種 す るか,あ るいは7～8時 間

振 盪培 養 し,胞 子が 発芽す る直前 に接種 す る方 法な とった.ま た胞子

濃 度に よって凝 塊 の出来方が 異な る場合 も知 られて い るので(6,10),胞

子 濃度 は109～104/ccに な る よ うほ ほ一定 に保 った.培 養 温度 は30°

に保 った.

(4) 分析法 培養 経過 は主 として糖 の消 費速度 に よ って追 跡 し,

必要 に応 じて酸 の生成量 お よび菌体量 を測 定 した.糖 の定 量はSomo

gyi変 法,酸 は溶 存 カル シウムをKMn04に よる酸 化滴 定法 で定量 し,

菌体 はガ ラス フ ィル ターにて濾過 し,稀 塩 酸お よび水 で洗滌 後真空 乾

燥 して秤量 した.

(5) 培 養液の 最 大酸 素 吸 収 速 度*　 Bartholomew等(2)お よび

Wise(3)の"Gassingoutmethod"に な らい,ポ ー ラ 官グ ラフ法 によ

って測 定 した.即 ち予め窒 素ガ スで溶存 酸素 を追 出 した培 養液 につ い

て通気攪拌 あ るいは振盪 を行 い,経 時 的にサ ンプ リング して ポー ラ ロメ トリに よって溶存 酸素 を測定 す る.培 養

液 の最大 酸素吸収 速度Kd・Pgは 次 式に よって求め る ことがで きる.

但し  Kd:培 養液 の酸素 吸収速度 係数[mo1/min・cc・atm]

Pg:気 相中 に於け る酸素分圧[atm]

CS:Pgと 平 衡関 係にあ る培養 液中 の酸素濃度[mol/cc]

C1:時 間 θ1に於 け る培養 液中 の酸素濃 度[mol/cc]

C2:時 間 θ2に於け る培養 液中 の酸素濃度[mol/cc]

各種培養条件下に於ける培養液の最大酸素吸収速度は第2表 の如くである.

実 験 結 果

各種 培養条件 下に於 け る培 養系 の糖消費 曲線 は第2

図 お よび第3図 の如 くであ る.培 養 液の最 大酸 素吸収

速 度 が小 さい場 合,培 養 系 の糖 消費速度 が培 養崎 間 と

共 に小 さ くな る傾 向が認 め られ るが,第4図 に示 す如

く攪拌 強度 を増す と短時 問に急速 な糖 消費がみ られ る

こ とか ら,こ の原 因は菌 の活性 の劣化 に よる ものでは

な い と考 え られ る.第2～4図 か ら培養 系の 最大糖 消

費 速度 とKd・Pgと を比 較 してみ る と,第5図 の如 く

な る.こ こに 実線は 消費糖 が全部 グル コン酸 に酸化 さ

第2表 各種培養条件下に於ける培養液の最大

酸素吸収速度

*第4報 お よ び 第5報 に於 て は 培 養 液 の 酸 素 吸 収 速 度 係 数K
a[mo1/min・cc・atm]を 用 い て 培 養 経 過 の比 較 を

行 っ た が,本 報 に 於 て は 便 宜 上 培 養 液 の 最 大 酸 素 吸 収 速 度Kd・Pg[mo1/min・cc]を 使 用 し た.
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第2図 ボ ル テ ッ ク ス 型 醗 酵 槽 に 於 け る 培 養 経 過

① Kd・Pg=0.038×10-7 ② Kd・Pg=0.91×10-7

③ 〃1.49×10-7 ④ 〃490×10-7

第3図 エ ア リ フ ト型 醗 酵 槽 に 於 け る 培 養 経 過

①Kd・Pg=1.00×10-7 ② Kd・Pg=1.91×lO-7

③ 〃2.01×10-7 ④ 〃2.17×10-7

第4図 培 養 系の糖 消費速 度に 及ぼす攪拌 強 度の影 響

第5図 培 養 系 の 最 大 糖 消 費 速 度 とKd・Pgと の

関 係

○ ボルテックス型醗酵槽 △ エアリフト型醗酵槽
 × 振盪培養装置

れ るもの と して,培 養液 の最 大酸素 吸収速度 に対 す る糖 消費速度 を計算 した もので あ り,実 際の培養 結果 との差

が甚だ しい こ とは注目 す べ きこ とで あ る.

糸状菌 の培 養系に 於 ては,菌 の増殖 につれ て液 の性質 は非 ニ ュー トン性 とな り,培 養液 の酸素吸収 速度 を減少

させ るこ とが報 告 され てい る(11,12,16).そこで糖消 費速度が 小 さ くな り始 めた頃培 養 を止め てNaN3を10-3Mに

な るよ うに加 え,更 に100°,5分 加熱 して菌 の呼吸 を止め,ポ ー ラログ ラフ法 に よって培養液 の 最 火酸 素 吸収

速 度を測 定 してみた が,菌 体64mg/100ccで 酸 素吸収速度 は14～18%の

減 少 を示 したにす ぎなか った.こ の程度 の酸素吸 収速度 の減少 のみか らは第

5図 に於 け る培養 系 の糖 消費速 度 の期待値 と実験 値 との差 が説 明 しきれな い

こ と,お よび糖 消費速度 が小 さくな り始 めた頃 の溶存酸 素を 測定 してみ る と

(Hixon等(1)の 方法 に従 って フェ ノールで菌 の呼 吸 を止 め,ポ ーラ ログ ラフ

に かけ る),か な り酸素 が残 って い る場合が あ る ことか ら,菌糸間 の物質 移動

抵 抗 は相 当大 きな ものであ る ことが 想像 され る.

第3表 Asp.niger NRRL 337

 用 培 養 液 組 成
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第6図 凝塊 形成 に よる菌 の酸 素 消費速 度の 減少

抵 抗は かな り大 きい ものであ る ことが わか る.

そ こで 高橋 等(8)によ って典 型的 な球

状凝塊 を作 るこ とが報 告 さ れ て い る

Asp.niger NRRL 337に つ き,凝 塊

の大 きさ と菌 の酸 素 消費速度 の減 少 と

の 関係を 調べ てみた.即 ち 第3表 に示

す組 成の培 養液 に胞子 懸濁液 を接種 し

て30°,15時 間振 盪培 養を行 い,形 成

され た凝塊 を篩 に よ って各 種 の大 きさ

に分 類す る,大 きさの揃 った凝 塊を新

た な培 養液 中 に分 散 させWarburg検

圧計 に て凝 塊 の酸 素消費速 度 係数 ［μl/

min・mg of mycelium]を 測定 し,こ

れ と凝 塊の火 きさ との関 係を グ ラフに

した のが第6図 であ る.こ れ に よ ると

直径0.3mmの 凝 塊はす でに 酸素 消費

を制 限 され てお り,菌 糸問 の物質移 動

検 討

菌 の分散 をよ くす る1つ の因子は攪拌 強度 で あるが,菌 の凝集性,培 養 液組成,そ の他種 々の生物学 的因子 も

関係す る こ とが報 告 されて お り(6～9,13),問題 は必ず しも簡単 に解 決は で きな い よ うであ る.

 一般 に微生物 の呼吸速 度は,溶 存酸 素濃度 が0.5～1.Op.p.m以 上 では酸 素濃 度に 無関 係に一定 であ るσ・11,15).

したが って菌 の分 散が 良好な場 合に は,菌 の呼吸が 制限 されな いため には,培 養 液 中の溶 存酸素濃 度 を0.5～1.O

p.p. m.以 上に保 て る よ うな通 気攪拌 条件が 望 ま しいが,菌 が凝 塊を形成 す る場合に は,凝 塊 内に於 け る物 質移

動速度 を考慮せね ばな らない.

解析 を容 易にす るため,次 の仮定 を設け る.

(1) 凝 塊は球 状 をな してい る,

(2) 凝 塊 内に於 ては液 の流動は ない.

(3) 凝 塊内 に於け る菌体 の密度分布 は一 様で あ る.

(4) 菌 の酸 素消費速 度は溶 存酸 素濃度 に無関 係に一定 で あ る.

今,菌 の凝塊 内に任意 の半 径γ の球 を考 え ると,単 位時 間に この球 内に拡 散に よ って移 動 して くる酸 素量は

Fickの 法則 に よ り

(1)

但 し w:酸 素移 動速 度[mo1/min]

γ:凝 塊 内に於 け る任 意の球 の半径[cm]

D:凝 塊 内 に於 け る酸 素 の拡 散係 数[cm2/min]

C:半 径 γに於 け る酸 素濃度[mol/cc]

また,半 径 γの球内 で単 位時 間に消 費 され るべ き酸 素 量は

(2)

但 し w′:酸 素 消 費 速 度[mol/min]

ρm:凝 塊 内 に 於 け る菌 体 密 度[mg/cm3]

Q:菌 の 酸 素 消 費速 度[mol/min・mg of mycelium]

定常状態に於て菌の酸素消費速度が抑制されないための条件は

w=w′ …(3)
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(4)

凝 塊 の中 心に於 て酸 素濃度 がち ょ うど0に な る と して(4)式 を積分す ると,

(5)

(6)

但 し c* :凝 塊 の表面 に於 け る酸素濃度[mol/cc]

R:凝 塊 の半径[cm]

したが っても し ρmが 一定 な らば,菌 の酸素 消費速度 が制 限 されな いためには,培 養液 中の溶存酸 素濃度 を凝

塊 の大 きさの2乗 に比例 して増 してや らなければ な らな い ことに な る.こ の ことについ ては次報で更 に詳細 に検

討 を行 う.

要 約

(1) Asp.niger van Tieghem strain No. 21AM 2093の グル コン酸 醗酵 につい て醗 酵 の律速 因子 を検討

した結 果,本 培養 系 に於 ては菌系 間の物 質移動抵 抗が律速因 子 であ る との結論に達 した.

(2) Asp.niger NRRL 337に つ き,形 成 され たmold pelletの 大 きさ と菌の酸素 消費 速度 の減少 との関係

を 調 べた ところ,直 径0.31nm位 の凝塊 はす でに酸 素 消費が制限 され てい るこ とが判 明 した.

(3) 凝 塊が形 成 された場合 の酸 素供給 につ いて考察 を行い,菌 の酸 素消費速 度が制 限 され ないため には,ほ

ぼ 凝塊 の大 きさの2乗 に比例 して培 養液 中の酸素濃 度を増 してや らねば な らぬ こ とを示 した.

終 りに本実 験 の一 部 を担 当 した平 山史郎 氏,お よび菌株 を いただ いた東大応用 微生物研 究所第3研 究室 に深謝

致 します.       '

(本報告 は昭和34年4月,最 本 農芸 化学会 大会 で講演 した ものであ る.)
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