
分圧による影響および培地組成に変更を加えた場合の

影響について検討した。

１．実験

１．１実験装置

図１にジャーファーメンターの概略図を示す。ジャー

ファーメンター本体としては，容量２．５８，温度，撹

拝調節機能の付いた丸菱バイオエンジ㈱製ジャーファー

メンターを用いた。空気，酸素及び窒素酸素はボンベ

により供給した。また培養実験では，培養中の発泡に

よるトラブルを防ぐために消泡剤を添加した。使用し

た消泡剤は，信越シリコーン㈱製ＫＭ－７０で，５％水

溶液にして添加した｡フラスコ実験には，容量500,,

の邪魔板（３ケ所）付きガラス製三角フラスコを用い

た。仕込み量は，亜硫酸酸化法の実験および培養実験

ともにジャーファーメンターが1500m'，フラスコが

100m@である。

上村芳三・轟木周作・甲斐建一＊

村山敬一＊・幡手泰雄

（受理平成６年５月31日）

CharacterizationofGrowthandProteaseProductionof

BacjZZZJsStearo仇erm叩ん伽ｓＹＧ１８５ｉｎＪａｒＦｅｒｍｅｎｔｅｒ

ＹｏｓｈｉｍｉｔｓｕＵＥＭＵＲＡ，ＳｈｕｓａｋｕＴＯＤＯＲＯＫＩ，Ken-ichiKAI，

ＫｅｉｉｃｈｉＭＵＲＡＹＡＭＡ，ａｎｄＹａｓｕｏＨＡＴＡＴＥ

BacjZ此sStearotﾉｶe7wzOpﾉi血ｓＹＧ１８５，whichproducedahighlythermostableneutralprote-

ase,wasculturedinaJarfermenter・Theeffectofoxygenpartialpressureandculturemedium

conditionsonthegrowthproteaseproductionofthestainYG185wereinvestigated・

Theproteaseactivityshowedconvexdependencyonoxygenpartialpressurehavingmaxi‐

mumvalueusingairassupplyinggas・Noeffectsofculturemediumconditionsonprotease

productionandgrowthofYG185wereobserved．

ジヤーファーメンターによる

好熱性細菌の増殖及び酵素生産特‘性に関する研究

緒
一
一
一
【

好熱’性細菌（好熱菌）とは，一般に55℃以上の高温

下で生息できる細菌の事を言い，自然界では主に温泉，

火山周辺地域などに分布する。この微生物は，その耐

熱機構の化学構造的研究や，進化，環境適応機構といっ

た従来の生化学・生態学的興味に加え，近年生物工学

的な応用面で注目を集めている。

この好熱菌の生産する酵素は常温菌に比べて高い耐

熱性を持ち，また有機溶媒や化学的変性剤に対しても

安定であることから，発酵工業や化学工業，医学など

の幅広い分野での利用が期待されている。

本研究では，まず亜硫酸酸化法による酸素移動速度

の測定を行いフラスコとジャーファーメンターの通気

撹祥効果を比較した。その結果をもとに，好熱性細菌

Ｂａｃｊ肋ｓｓｔｅａ７ｏ伽ＦｍＯｐ肌usYG185株を用いて，

ジャーファーメンター培養とフラスコ培養を行い菌の

増殖と酵素生産特′性の比較を行った。また好熱菌の増

殖および酵素生産特性を向上させるために，供給酸素

＊東ソー株式会社
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三Ｉ

１

無
９

1０
３

4-／５

Schematicflowdiagramofjar
fermeｎｔｅｒｓｙｓｔｅｍ．
(1)Jarfermenter;（２）Samplingsite
(3)baffle；（４）AgitationbIade；
(5)Sparger；（６）Thermometer；
(7)Condenser;（８）Exhaustsite；
(9)6Ｎ－ＮａＯＨ；（１０）Distilledwater；
(１１)Airoroxygen；（１２）Flowmeter；
(１３）Filter；（１４）Ｍｉｃｒｏｐｕｍｐ；
(１５）Antifoamingagent

図１ 装置概略図

1１

’・２亜硫酸酸化法による酸素移動速度の測定

この方法は，発酵液を使用しない間接法であり，

Cooperらによって通気撹枠槽の性能を比較するのに

提案されたものである')。Ｃｕ2＋またはCO2＋の触媒

存在下で亜硫酸ソーダの酸素による酸化速度は。次で

進行する。即ち0.015mol以上のＳＯ３２－濃度に無関係

にＳＯ４２‐に酸化され，酸素移動速度は亜硫酸ソーダ

の消費速度に比例する。

表１フラスコ実験

2Ｎａ２ＳＯ３＋０２→２Ｎａ２ＳＯ４

温度

撹祥速度

50℃

150rpm

表２ジャーファーメンター実験

温度

撹祥速度

空気流量

５０℃

300～600rpm

1.2~３．０４/m‘

以下に実験方法および操作条件を表１，２に記す。

ジャーファーメンター及びフラスコに，１０~３Ｍの

Cu2＋イオンを加えた0.1Ｍの亜硫酸ソーダ液を張り

込み，一定の速度で通気撹祥する。一定時間おきにサ

ンプリング（３m､）を行い，直ちに０．１Ｍヨウ素溶液

(５m､）を加え，未反応の亜硫酸をヨウ素と反応させ，

0.1Ｍチオ硫酸ソーダで逆滴定して滴定量により発酵

槽内の亜硫酸濃度を計算する。求めた亜硫酸濃度を時

間に対してプロットし，その勾配から酸素移動速度を

求め，次に示す式により容量係数を求めた。

ＮＣ＝－１/２[dCso32-/dt］＝Ｋｄ．ｐ＊

Ｎｏ：酸素移動速度［ｍCl/小、in］

Cso32‐：亜硫酸イオン濃度［ｍｏＷ］

Ｋｄ：容量係数［ｍCl/８．ｍin･at、］

ｐ＊：気泡内の酸素分圧［at、］
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１．３培養実験

１．３．１培地の調製

培養に用いた培地は，前々培養，前培養にはＬ培地，

ジャーファーメンター培養には，ＷＳＧ培地を用いた。

また菌体度測定の際には，ＬＣ寒天培地を用いた。

Ｌ培地は，窒素源としてミルクカゼインタンパクの

加水分解物であるトリプトンを主成分とし，ＷＳＧ培

地は，脱脂大豆，カゼインといった固体タンパク質を

主成分としている。またＬＣ寒天培地は，Ｌ培地にカ

ゼイン，寒天を加えたものである。

表３，４及び５にＬ培地，ＷＳＧ培地及びＬＣ寒天培

地の培地組成を示す。

１．３．２培養方法

培養実験は，安定した菌体を得るために，フラスコ

培養およびジャーファーメンター培養の前に前々培養，

前培養の２段階の培養を行った。図２に培養実験の概

略を示す。

ジャーファーメンター培養では，前々培養は，菌体

保存用のＬ寒天斜面培地（スラント）からＬ培地５ｍＯ

の入った試験管に１白金耳接種し，５０℃，１０時間の振

瞳培養を行った。前培養においては，前々培養液をＬ

培地18,'0入った試験管へ0.3,4接種し，５０℃，１０時間

の振鐙培養を行った。前培養終了後，その培養液15m《

をＷＳＧ培地1500mO仕込んであるジャーファーメンター

に接種し培養実験を開始した。

フラスコ培養においては，前々培養，前培養ともに

L培地５mOを使用して振鐙恒温槽中（150rpm）５０℃

で各々10時間の振鐙培養を行った。前々培養において

はスラントから１白金耳接種し，前培養においては前々

培養液0.11,,0を接種した。そして本培養にはＷＳＧ培

地100mOの仕込んであるフラスコに前培養終了液１ｍＯ

を接種しこれを本培養とした。

培養中一定時間ごとにサンプリングを行い，採取し

た培養液より菌体密度，酵素活性の測定を行った。

１．３．３分析

（a）菌体密度の測定

（前々培養及び前培養）

試料液を生理食塩水で10倍に希釈し，分光光度計

(日本分光㈱製ＵＶＩＤＥＣａ－１型）により660,ｍに

おける吸光度を測定した。

表３Ｌ培地（熊留水１２に対し）

１５ｍl(１ｍl）ｏｆculture

.『｡iハ’

lｏｇ

５９

５１２

Ｔｒｙｐｔｏｎｅ

ＹｅａｓｔＥｘｔｒａｃｔ

ＮａＣｌ

（ＮａＯＨでｐＨ7.0に調整）

PｒｅＰｒｅｃｕＩｔｕｒｅ
５０℃、１０ｈ

ＳｈａｋｉｎｇｃｕＩｔｕｒｅ

雛 ム

ＰｒｅｃｕＩｔｕｒｅ

５０℃，１０h
ShakingcuIiure

oｐ
J，

炎４ＬＣ寒天略地（蒸留水１０に対し）

/い 爵

ＷＳＧｍｅｄｉｕｍ

ｌＯＯｍｌ

ｆｏｒＦｌａｓｋｃｕｌｔｕｒｅ

Ｔｒｙｐｔｏｎｅ

ＹｅａｓｔＥｘｔｒａｃｔ

ＮａＣｌ

Ｃａｓｅｉｎ

Ａｇａｒ

ｇ
ｇ
ｇ
ｇ
貝

０
５
５
０
０

１

１
２

脅

|zl:柵1州｡ｉ
／↓、

ｍｅｄｉｕｍ
５ｍｌ

aｎｄ

図２培養方法

ＷＳＧｍｅｄｉｕｍ

ｌ５００ｍｌ
ｆｏｒＪａｒｆｅ｢ｍｅｎｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅ

菱５ＷＳＧ略地（蕪留水１２に対し）

鯉
霧響脅

Ｌｍｅｄｉｕｍ

,謬謬謬幅､''5mⅢ

小麦粉

脱脂大豆

Ｇｌｕｃｏｓｅ

Ｃａｓｅｉｎ

ＫＨ２ＰＯ４

ＭｇＳＯ４・７Ｈ２０

ＣａＣ１２．２Ｈ２０

（ＮａＯＨでｐＨ7.5に調整）

ｇ
ｇ
ｇ
ｇ
ｇ
ｇ
ｇ

ｏ
５
０
０
５
５
２

３
１
１
４
Ｌ
Ｏ
０
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亜硫酸濃度減少に及ぼす空気流量の影響

9２

1.34×10-11

（ジャーファーメンター培養）

希釈した試料液をＬＣ寒天プレート上に塗抹し，プ

レート上に生成したコロニー数を数えることにより算

出した。

（b）酵素活性の測定

培養液上清（15000rpmで５分間遠心分離）の希釈

試料とハマルステン氏法カゼインとのタンパク質分解

反応による遊離チロシン量を，チロシン溶液を基準と

したOD275(275nｍにおける吸光度）の検量線により

決定した。

酵素活性の定義：３７℃で１分間に１＃ｇのチロシン

を遊離させる酵素（プロテアーゼ）量を１Ｕ（ユニッ

ト）と定義。

２．結果及び考察

２．１亜硫酸酸化法による酸素移動速度の測定

図３，４に亜硫酸濃度の経時変化を示す。撹祥速度

を一定にして空気流量を変化させた場合を図３に，空

気流量を一定にして撹枠速度を変化させた場合を図４

にまとめた。

空気流量を変化させた場合，フラスコの亜硫酸濃度

の変化に比べて空気流量を変化させてもフラスコと同

等の亜硫酸濃度の変化は見られなかった。一方，空気

流量を一定にして撹枠速度を変化させた場合，グラフ

をみて分かるとおり500rpmまたは600rpmでフラスコ

と同等の亜硫酸濃度の減少がみられた。これらの亜硫

酸濃度の減少から傾きを求め，容量係数を求めたとこ

ろ，表６のようになった。

この表により，フラスコと同等の増殖及び酵素生産

を得るための操作条件として，ジャーファーメンター

の培養条件を温度50℃，空気流量1.21/ｍin，撹拝速

度500rpmと決定した。

２．２培養実験

２．１の結果より得られた条件で，実際に好熱製細菌

を用いてジャーファーメンター培養とフラスコ培養を

行い菌の増殖特性及び酵素生産特性を比較した。菌体

密度の経時変化を図５に，酵素活性の経時変化を図６

表６実験結果

図３

Flask

(50℃，150rpm）
1.08×10-11［ｍCl/㎡･Pa．s］

図５亜硫酸濃度減少に及ぼす撹枠速度の影響
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に示す。 たといえる。

２．３供給酸素分圧の影響

対数増殖期後の培養液の溶存酸素濃度はＯになって

いることから，供給酸素分圧を上げることによって好

熱菌の増殖および酵素生産特性を向上させることが可

能ではないかと考えた。そこで，供給酸素分圧を変化

させた場合の影響について検討してみた。その結果を

図７～10に示す。図７，８は供給ガスを酸素ボンベと

窒素ボンベで調整した場合，図９，１０は供給ガスを空

気ボンベと酸素ボンベによって調整した場合の結果で

ある。

供給ガスを窒素と酸素で調整し・た場合，酸素分圧４０

％以上のとき菌の増殖は極端に阻害された。また80％，

100％のときには培養開始から16時間まで菌体密度が

減少していた。これにより酸素分圧が高すぎると菌に

悪影響を及ぼすことが分かる。酵素活性については酸

素分圧40％以上の場合まったく増加しなかった。酸素

分圧10％のとき菌は空気で培養した場合と同じように

グラフより菌体の増殖，酵素生産性はフラスコ培養

とほぼ同等となった。この結果，亜硫酸酸化法での発

酵槽の通気撹祥効果の評価は本研究において有効であっ
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図１０酵素活性に及ぼす供給酸素分圧の影響
（Air＋０２）
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増殖したが，酵素活‘性については培養開始から16時間

までは増加したが，それ以降は一定となった。

供給ガスを空気と酸素で調整した場合，菌体密度に

ついては空気の場合と同様に増殖したが，酵素活性は

酸素分圧23％のときに極端に低下した。この結果によ

り酸素分圧を変化させても菌の増殖及び酵素生産特性

に悪影響を及ぼすだけであることが分かった。

２．４培地条件の影響

対数増殖期後の菌対密度を向上させる目的で２．３

では酸素分圧を変化させたが，それによる菌対密度及

び酵素活性値の向上は認められなかった。そこで通常

のＷＳＧ培地に栄養素を加えた場合の影響について検

討してみた。検討項目を下に示す。

１）脱脂大豆添加の影響

２）培地濃度の影響

１)については，脱脂大豆を12時間後と24時間後に仕

込量の１/2ずつ加え，最終的には脱脂大豆が通常の

ＷＳＧ培地より２倍になっている。また加えた脱脂大

豆は滅菌処理（オートクレープ）が施してある。

２)については，ＷＳＧ培地調製時に濃度を２倍にし

て培養を行った。その結果を図11,12に示す。菌体密

度については16時間で全てほとんど同じ最大値を示し

た。また酵素活性も同様であった。

結言

l）亜硫酸酸化法による酸素移動速度の測定により，

ジャーファーメンター培養でフラスコ培養と同等の

菌の増殖及び酵素生産を得ることができた。

2）供給酸素分圧を変化させると，菌の増殖及び酵素

生産は低下した。

3）培地濃度を２倍にしたり脱脂大豆を分割添加して

も，菌の増殖及び酵素生産'性に変化は認められなかっ

た。
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