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Inrecentyears，ｍｕｃｈａｔｔｅｎｔｉｏｎｈａｓｂｅｅｎｐａｉｄｔｏｔｈｅｔechniquefortheimmobilizationof

micro-organismswithbiocompatiblepolymer・Especiallybyusingyeast，variousimmobiliza‐

tionprocedureswereproposedforthepreventionofleakageofyeastfromimmobilizedbeads，

Therehavebeenfewinvestigationsconcerningtheleakagecharacteristics，whilethefermenta‐

tionpropertiesofimmobilizedyeasthavebeenstudiedfrequently・

Inthisstudy，thecharacterizationofimmobilizedyeastoncalciumalginategelbeadswas

studiedfromthepointofviewofleakageproperties・Conditionssuchassodiumalginatecon‐

centration，calciumchlorideconcentrationandthenumberofcoatinglayers，etc，werevaried

AnincreaseintheConcentrationsofsodiumalginateandcalciumchloridereducedtheleakage

ofyeast，ｔｏｓｏｍｅｄｅｇｒｅｅ，Thenumberofcoatinglayerssignificantlyaffectsleakageproperties，

Leakagefromgelbeadswithdoublegｅｌｌａｙｅｒｓｗａｓｌｅｓｓｔｈａｎｔｈａｔｆｒｏｍｇｅｌbeadswithsingle

layers・

Asaresultofthecontinuousfermentationexperimentusingimmobilizedyeastincalcium

alginategelbeadswithadoublelayer，satisfactoryoperationfortheethanolfermentation

wasmaintained．

１ ．緒言

微生物が生産する生理活‘性物質はきわめて微量であ

るため，効率的な生産方法が考えられている。微生物

１個当たりの物質生産能が同じであると仮定すると，

より高い生産性を得るためには菌体密度を増大させる

方法，つまり固定化法が重要であると考えられる。微

生物を固定化する利点を列挙すると以下のようになる。

(1)細胞の高密度培養が可能

(2)培養中の撹祥から細胞を保護する

(3)細胞と培養液の分離が容易

(4)培養液の再利用が可能

などがあげられる。

固定化微生物を用いたプロセスでは，担体内の物質

拡散が全体の反応速度を支配すると考えられるので，

酸素を必要とする好気性微生物より嫌気性微生物を用

いたプロセスがより実用的であると思われる。最近で

は特に，嫌気‘性プロセスであるエタノールの連続発酵

が盛んに研究され実用化の段階に入っている')。固定

化法の手段としてはアルギン酸カルシウムゲルを担体

とした方法がよく使用される2.3)。アルギン酸カルシ

ウムゲルは容易に調製できる反面，培養液中への酵母

の漏出，長期培養時の崩壊といった問題点が指摘され

ている。アルギン酸カルシウムゲルに固定化した酵母
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を用いて醸造酒などの生産特性について研究が行われ

ているが，酵母の漏出についてはほとんど触れていな

い4.5)。このような実状に鑑み，本研究では酵母の漏

出を抑えることを目的とした鹿児島酵母の固定化実験

を行い，その固定化酵母の発酵特'性及び担体からの酵

母の漏出挙動について詳細に検討した。

２．実験

２．１実験操作及び条件

図１に鹿児島酵母の培養を示す。鹿児島酵母を保存

してあるスラント上のコロニーより試験管中のＹＥＰ

培地５mlに１白金耳接種を行った。表１にＹＥＰ培地

組成を示す。これを振鐙恒温槽で30℃に保ち10時間培

養を行った。前培養の培地から２ml取り，これを三角

フラスコ中のＹＥＰ培地100mOに接種して，ロータリー

シェーカーにて30℃で７時間培養を行った。

図２に鹿児島酵母の固定化を示す。本培養の培養液

を30,0サンプリングし，これを遠心分離器（国産遠心

器株式会社，10000rpm，５分間）にかけて上澄みだけ

を捨てた。これに生理食塩水10,,‘を加えて酵母を懸濁

させて洗浄し，もう一度遠心分離器にかけて上澄みを

捨てた。残った酵母をアルギン酸ナトリウム溶液に懸

濁させ，注射針を用いて塩化カルシウム溶液に滴下し，

直径約３mmのアルギン酸カルシウムケルビーズを作成

した。このビーズを用いてＹＣＢ培地で発酵させ，漏

出した酵母の菌体密度，二酸化炭素の発生量，及びエ

タノール濃度を測定した。通常は200m０の三角フラス

コで発酵させるが，菌体密度を測定時に撹祥を行い，

ビーズの表面に付着した酵母がはがれ落ちるおそれが

あるので，試験管サイズとフラスコサイズとに分けて

行った。

（試験管サイズ）

ＹＣＢ培地が５ml入った試験管に酵母固定化ビーズ

を10個入れ，これをインキュベーター中で30℃に保ち

６日間発酵させ，６日後の菌体密度，エタノール濃度

を測定した。ＹＣＢ培地組成を表２に示す。

（フラスコサイズ）

ＹＣＢ培地が100m‘入った200,,0三角フラスコに酵母

固定化ビーズを200個入れ，インキュベーター（静置）
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図２鹿児島酵母の固定化

表２ＹＣＢ培地組成

図１鹿児島酵母の培養

表１ＹＥＰ培地組成
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表３連続発酵の実験条件

国璽州‘
－塾謹騒

↓

↓

酵母固定化二重膜ビーズ

カラム体積

反応温度

供給速度

力ラム断面積

80個

4×10-5㎡

30℃

2×10-8㎡/ｓ

ｌ×10~4㎡

ズ表面に付着した塩化カルシウム溶液と反応しコーティ

ング膜を形成させた。次に余分なアルギン酸ナトリウ

ム溶液を滅菌水で洗浄し，再びビーズを塩化カルシウ

ム溶液に浸し硬化させた。

図４に示すような連続発酵装置を用いて表３の条件

で連続的にＹＣＢ培地を供給させ，１日置きに菌体密

度，エタノール濃度を測定した。

２．２分析方法

（菌体密度）

培養液0.5mZを0.9ｗｔ％生理食塩水4.5m､で10倍に希

釈し，660nｍにおける吸光度を分光光度計で測定し

た。

（二酸化炭素量）

上皿天秤で発酵前の培養液の重量と発酵時の培養液

の重量を測定し，その差を用いた。

（エタノール濃度）

培養液２m､を遠心分離（3000rpm，５ｍin）し，その

上澄みと内部標準物質を混合し，マイクロシリンジで

約１“ガスクロマトグラフに注入した。表４にガスク

ロマトグラフの分析条件を示す。

３．結果及び考察

３．１試験管サイズ

図５に，アルギン酸ナトリウム濃度と塩化カルシウ

ム濃度変化における漏出した酵母密度とエタノール濃

度を示す。漏出酵母密度は，アルギン酸ナトリウム濃

度の増加，塩化カルシウム濃度の減少に伴い最小限に

することができたが，エタノール濃度は低下した。こ

れは高分子であるアルギン酸カルシウムゲルの構造が

濃度を上げることにより複雑になったためと思われる。

塩化カルシウム溶液と

固定化ビーズを分離

↓

とロータリーシェーカー（撹祥160rpm）に分けて１日

置きに菌体密度，二酸化炭素の発生量を測定した。

図３にゲルコーティング膜法を示す。塩化カルシウ

ム溶液中のビーズをろ紙を用いて分離しアルギン酸ナ

トリウム溶液に浸した。１分間撹祥を続けることでビー

ビーズの周囲に

ゲルコーティング膜を形成図
↓
回
十
回

表４エタノールの分析条件

ＹＣＢ培地

↓
ガスクロマトグラフ

検 出器

内部標準物質

力ラム温度

インジェクション温度

ＧＣ－８Ａ（島津製作所）

ＦＩＤ

１．４－ブタンジオール

200℃

250℃

図３ゲルコーティング膜法
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図４連続発酵装置図
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1０．１

なくエタノール濃度が高い調製条件（アルギン酸ナト

リウム濃度５％，塩化カルシウム濃度１％）を用いた。

一重膜においては，アルギン酸ナトリウム濃度の増加

に伴い酵母の漏出を抑えることができた。一方，エタ

ノール濃度はアルギン酸ナトリウム濃度に関係なくほ

ぼ同じであった。二重膜においては，漏出した酵母密

度はアルギン酸ナトリウム濃度に関係なくほとんど漏

出が見られなかった。また，二酸化炭素の発生により

ビーズとコーティング膜との間に空間ができ，そこに

酵母がたまる現象がみられた。このことより培地とビー

ズの間は遮断されたと思われたが，エタノールは生成

されているので培地はビーズまで浸透していることが

予想される。

３．２フラスコサイズ

図７に，コーティング膜を形成しない固定化ビーズ

のみで発酵を行った時の漏出酵母密度と，生成した二

酸化炭素量を示す。二酸化炭素の減少量が大きいほど

発酵は行われている。増殖力においては撹枠が静置よ

りも酵母の漏出が増加した。これはビーズの表面に付

着した酵母がはがれ落ちたものと考えられる。発酵力

においては撹祥，静置とも同じような重量変化を示す

ことから，撹枠によって発酵の進行度を速めることは

できないと思われる。

図６に一重膜，二重膜にした時の漏出した酵母密度

とエタノール濃度を示す。芯ビーズは酵母の漏出が少
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図８に，一重膜にした時の漏出酵母密度と生成した

二酸化炭素量を示す。増殖力においては先程とは逆に，

静置が撹祥よりも酵母の漏出は増加した。これは，静

置の場合では増殖した酵母が一カ所に固まってコーティ

ング膜に亀裂がはいり，漏出したものと考えられる。

発酵力においては撹枠が静置よりも減少量が大きいの

で，撹枠によって発酵の進行度を速めることができる

と思われる。

図９に，二重膜にした時の漏出酵母密度と生成した

二酸化炭素量を示す。増殖力においては静置，撹拝と

もに酵母の漏出はほとんど見られなかった。発酵力に

おいては一重膜と同様に，撹枠が静置よりも減少量が

大きいので，撹枠によって発酵の進行度を速めること

ができると思われる。また，静置の減少量が少ないの

は培地がビーズの中心に浸透するまでに時間がかかっ

たためと考えられる。

図10に連続発酵の漏出酵母密度とエタノール濃度を

示す。高濃度のエタノールを生産できたが，かなりの

酵母が漏出した。また，発酵開始後６日目あたりから

カラムの底付近のビーズが崩壊する現象が見られた。

これは連続的に新しい培地を供給させたため，フラ

スコサイズで発酵させた時よりも酵母の増殖が迅速化

したためであると思われる。
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以上の事より次の事が明らかになった。

(1)芯ビーズは，アルギン酸ナトリウム濃度の増加，

塩化カルシウム濃度の減少に伴い酵母の漏出を抑え

ることができた｡また,ｺｰﾃｨﾝグ膜を形成すれ

ば，形成しない時よりも酵母の漏出は減少し，生成

されたエタノールも同等な濃度を得ることができた。

(2)コーティング膜を形成した場合の発酵の進行度で

は，撹祥が静置よりも速かった。

(3)連続発酵では，二重膜にしてもある程度の酵母の

漏出はあったが，高濃度のエタノールを生産するこ

とができた。
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