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2，培地組成  

（1）乳酸合成培地  

乳酸  

ペプトン  

酵母エキス  

KH2PO4  

MgSO。7日20  

1）11  

（2）乳酸－グルコト鵬ス培地  

乳酸  

グルコ…ス  

ペプトン  

酵母エキス  

KH2POd  

MgSOj7㌻王20  

p‖  

（3）コーンステイープリカー培地  

Ⅰ 緒  

前報において，乳酸合成培地及びコいンステイープリ  

カ細培地で，乳酸を炭素源として特異的に資化する酵橡  

をスクリーニングした結果1ぷ氾血肌明野錯α脚油壷  

IAM4125株が，好気条件で教も乳酸資化能が高く，労  

香煙にも富む酵母であることを報督した。   

本経では，このふ膵dd柑〝‡ツ〔都ごピグー朗読血相‡AM4125  

（以後£ぐどn雨∫～βどIAM4125と略す）を用いて，コ岬ン  

ステイ…プリカー培地，乳酸合成培地，及び乳酸とグル  

ニト鵬ス混合培地における堵発条件，特にジャーファーメ  

ンタ…の通気撹絆培養条件を検討し，2，3の知見を得た  

ので報告する。  

エ 実験方法及び装置   

1．佼月1儀株   

前報で選択した，£どピⅣγgざ～αg‡AMdユ25を用いた。  

麹エキス斜面培地に300c，48時間，培養したものを前増  

発として用いた。  

2．5％   

0．25％  

0．25％  

0．04％  

0．02％   

3．8  

1．4％  

1．1％  

0．Z5％  

0．25％  

0．04％  

0．02％   

3．9   

本報に用いたコ…ンステイープリカ…は前部と同じ日  

本食品化工（棚製で浪鋪前の授㈲夜を培地として用いた。   

3．培養基脛及び培牽方法  

（1）振盟培養：容蕊500m／の坂口フラスコを用い，   昭和62年7月28‡三‡安男lを  
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1401司／仇 振幅7cmの往復振放装置を使用した。培地  

蕊は100m／とし，1210c，15分殺菌した。   

前培養として，コ巨劇ンステイープリカーを試験管に2  

mJづつ分注しj2lOc，10分滅蘭した培地に，酵母を1白  

金耳づつ接種し300c，24時問振盈培発した。この繭堵華  

液を坂‡コフラスコに接種しで，300c，20十掴時間振漁増  

発を行った。  

（2）ジャーファーメンター培餐：30∠ジャ山ファーメ  

ンター（丸薬理化製）を使用した。培地の調製は，各々  

の培地を20～ま5／培滋欄に入れ，12lOc，20分蒸究殺菌  

した後，この培地に，坂口フラスコで振飽培磯した酵母，  

400mgを接種し，300c，18～20時間，通気洩絆培登を  

けった．、   

4．菌体蕊盈及び常数の測窟   

合成培地で堵饗した酵母菌体恩は常法通り，乾燥鹿魔  

法を用いた。コーンステイープリカサ培地で堵磯した場  

合は相当巌のコーンステイwプリカーの熱愛性沈澱物及  

び，培養終了点でpI一倍が7．0付近になるために生ず  

る中和凝個物が磯体に混入してくるため，乾燥亜漁法で  

は，蘭体虚畿を走厳することができない。そこで菌数か  

ら菌体盤蕊を換算する方法を採用した。即ち，乳酸合成  

培地に酵母（£ぐピタYγね～dgIAM4125）を振放培養し経時  

的に山走鼠の培餐液をサンプリングし，菌数と乾燥威儀  

法による菌体敦盛の関係を調べた。菌数劇魔は′rhoma  

の血球酎1）を用いた。繚特約な培凝結果をT領Ielに示  

した。   

1、ablel．Relation Between CellNumber an（‡Dry  
W破かけ廊Fぶ ど飾膵油壷＝AM4125Cultト  
v壬Ite（iinし1Ctate M（きdium on王二ach Ctliture  
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Fig・1・Co汀elationofCellNl1mberan（1DryWeig主ItOf  
£（ニビ柁びf∫ざββIAM4125Cultivatedin tlle L‡lCt芸文te  

Me（1ium．  

y＝1．0315Ⅹ十．1715  r＝ニ．9971  

5．乳酸の定数   

乳酸の嘉蕊は，B；1rkerづum111erSO11法の改良法別に準  

じた。   

6．還元糖の窟厳   

選元楯の定駿は，Son－Ogyi変法3〉を郡、た。   

7，ジャ…フア、…メンタ血の酸素溶解速度係数Kd  

の渕盤4）  

‡くd（g・mO102／atm，min，mJ〉の測定は亜蘭儲ソ・－ダ  

法により行った。即ち亜硫酸ソーダが硫酸銅触媒下で溶  

存酸寮と反応して，硫酸ソーダとなる反応を利用する。  

ジャー ファーメンタ…に0，8N刃技硫酸ソーダ，11ⅥM硫  

酸銅を含んだ溶液20Jをつくり，300cで通気攫絆しつ  

つ経略的にサンプルを空気に触れることなく採取し，  

j／10Nヨウ瀦酸カリウム溶液中にいれ，残存亜硫酸  

ソーダと反応して生成したヨウ窯を1％デンプン溶液を  

指示薬として1／ユONチオ硫酸ソ伽ダで滴産する。   

8．全史瀦及びアンモニア態盤紫の髭蕊   

金窒衆の分析は培盤上新政をミクロケルダ…ル法に準  

じて行った。アンモニア態麗寮の分析封ほ，培産土澄液  

をそのまま試料として，水蒸気蒸留を行い溜出するアン  

モニアを4％ホウ放でうけ0．02N塩酸標準溶液で滴愛  

した。  

Ⅲ 実験結果及び考察   

1．窒素の黎化について   

コトーンステイ血プリカー培地にエビど柁γ∫∫g〟どIAM   
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このデータより，酵母細胞蘭と菌体蕊魔の関係を求め  

るとFig．1の様になる。この結果を用いてこトーンス  

テイープリカ…培地で増発した酵母菌体恩は，酵母菌数  

を測定しFig．iから乾燥機体登厳に換算して求めた。  
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k，α，β：各醸酵タンクに固有の蒐数   

′ral）1e4に示した様に，N，Ⅴを変化させ，Ⅴ＝20∠の  

償を上武に代入するとα＝0．59，β＝2．99及びloglくニ  

ーユ1．882が得られる。これらの倦を式（2）に代人して得  

られる結果を両対数グラフを用いてⅤをパラメータw  

として記入すると，酢転数とKdの関係はFig，3とな  

る。   

これらの結深からKdに敢も大きな影響を与える園  

子は回転数であることが判る。Kdを増加させるには，  

通気畿よりも剛辰致を大きくすることが有効である。  

ることなど，岬…長山短がある。以上の点を考慮すると培  

地の高波度化は，必ずしも利点があるとは言えない。  

従って以上の緒点から酵母培餐培地としてコト…ンス  

テイープリカーの浪度は即杉分6～7％が敢過と考えら  

れる。   

3，ジャープア…メンタ仰の酸素吸収速度憤数Kd  

の測定   

工葉的な培泰方法を検討するためには，ジャープア・血  

メンターにより酵母の培養条件に関するデータを把握す  

ることが必須である。血般に，酵母の増殖に関しては通  

気攫粋が蕊紫な園子の山つになっている。この通気挽灘  

と紅紫吸収速度恒数K（lの関係を求めるため，平羽根  

タービン型撥揮覿を備えたジャーファーメンターのKd  

健を亜硫酸ソーダ法により測愛した。結果をTable4に  

示す。  

Tabie4．Caleulation of Kd on Various Condition  
o＝壷▲fermentく）㌻．  

Agitation Aeration  Kd  
（g・n10iO2／atm，min，mり  （r．p．m■） （1  

10  0．7×10血5  

15  0．9×10M5  

5  1．5×10M＄  

7．5  2，0×10005  

10  2．3×10岬5  

15  2．7×10血5  

15  6．2×10血5  
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Fig．3．Correiiltion of Agitation and K（liIュJaト  

fermentor．  

V：Aerationvolume（Ⅴ／V）．   
亜硫酸ソ脚ダ放では，Kdは次式から算用牒れる。  

Cl00C2  
（1）   Kd芯   

2P紳（Q2－Ql）  4．酵▼母増殖に関与する通気と撹揮   

酵母は，機体増殖を目的にする場合は血故に好嚢繭増  

発が好ましく，この好気的場墳を支配する因子として通  

気と攫絆が濃紫である。二L莱的規模では繚楽上界を抑え  

るため，この条件を洞屈する敢少の通気と捜件により酵  

母の培登を行うことが望ましい。   

ジャーファーメンター培華で通気蕊と回転数凍変動さ  

せてコ…ンステイープリカー培地に酵灘を堵魔した結果  

をTヱIble5，‡㌻ig．4に示す。Kd＞2．0×10仰5では培養13  

時間において菌体の増殖は，ほぼ終了しており，菌体収  

鼠はほほl司じである。Kdニ0．7×10仰5では，13時間で  

簡体はまだ増殖中であり，16時闘こおいても菌体生成率  

は低い。これほ通気攫絆条件が不充分なためで，この結   

Kd ：g・‡nO102／atm，min，mJ   

Q2岬Ql：所繁時間〔min〕   

Cl劇C2：亜硫酸ソ…ダ消費蕊〔g・mOl／m～〕   

P脚 ：人口，出目における通気中の酸素分圧の  

対数平均〔atm〕   

次にK（iと回転数及び通気凝との閏には，次式が成  

り立つ、．  

（2〉  tく（l＝二k   

N：回総数RPM  

V：通気螢～／mi‡1  

＼・：漉量  
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Table5．Yield ofぶrrだ影わ∫dどIAM41250‡lVariく）uS Conditions．  

Kd  Cells（g／100ml）  Aeratiorl  
（1／汀Iin）  

Agitation  
（r．p．m，）  

（g・mOlOヮ／ 州酬……  
aton－，min， 

0．7×10刷5  

2．2×10陶5  

2．7×10血5  

6．2×10＜【5  
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謡 Cult11re time  

ける培養経過をFig．5，Fig．6に示す。   

乳酸合成灘髄の場合は，炭窯源の乳酸は培養8時間＝ヨ  

から消饗され始め，20時問でほぼ増発は終了した。この  

時点の残存乳酸厳は0．4ヲ右とやや乳酸嚢化能は低いよう  

に思われる。－・方，威儀蘭としてグルコ巨細ス，乳酸を混  

合した培地では，まずグルコースが資化され，ほぼ終了  

した噴から乳酸が登化されるパタ脚ンが示された。やは  

り，これは同じ炭素源でも，グルコ仙スは乳酸と比取し  

て酵母にとって好ましい基磐であることを示唆している。  
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Fig．4．Growth ofぷcど柁Vね∫毘どIAM41250n Various  

CorlditiorlSOfAgitationandAeration－  

Corldition：00△酬△州∵ 200r．p．m，aIld  

lOl／nlirl  

仙0州…0酬；300r．p．m．and  

lOl／mirl  

一口山口仙；400r．1）．m．and  

151／min  

果よりコーンステイープリカ…培地に酵母を増発する場  

合のKdは2．0×10州5以上とする必繋がある。   

また…方，Kd倦を摘めた通気撹仲条件で酵母を曙楽  

しても薗体の増加は見られないことも明らかになった。  

従って，このジャーファいメンタ…による酪輝増発の場  

合，敢遁な通気抱揮発灘は∴回転数：3mr．p．1Ⅵ，通気  

凝：10～15J／miTlと決窺さjtた。   

5．乳酸合成培地及び乳酸，グルコト…ス混合培地にお  

ける酵▲粒の増発経過について   

ぶr♂rどW～∫J〟だIAM4125を用いて2碓の合成培地にお  

け  2  4  6  日 10 12 日 16 18 20 22  
Tln】ビtlけI  

Fig．5．Time Course of the Cuiture of£ rg柁γねfβゼ  

lÅM4125witlっLaく：taモeMedium．  

Prect11ture（600ml）oftlleye壬1StWaSinocu18モedim  

t】1elactatelneditlm（20り，andcuitivate（lat308c  

w汗h a jar・fermelltOr（301）at the c（封1Clitions of  

agitation（300r．1）．m．）an（jaeration（151／mi】1）．  

肌0岬0血：Ⅰ。aCticAcid  

……◎血◎嘲：DryWeiglltOfCells  
輌△腑△…：PH   
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Fig．6．Time Course or tlle Culture ofぶr〝紺血加  

IAM4125withLactate・GlucoseMedium．  

1’heconditiorlOffermentationistlle SameaS†ll；lt  

OfFig．4．  

…×酬×“：LacticAcid  

仙○岬○仙：Glucose  

…◎…◎酬：DryWeightofCe11s  

叫△仰△仙：l）rl  

この培養の残存乳酸螢は0．1％であったが，この倦を乳  

酸単独培地と比較して考えると，好基層のグルコ…スを  

黎化することによl目刺阻に酵瑠の増殖力が強化され，結  

果として乳酸の資化能が高められたためと思わゴtる。こ  

の結果はパルプ廃液の酵母培養における糖質と酢酸の基  

質の消費順序と良く・hりリー→致しており，この培養でも二段階  

生産（diauxicgrowth）の増殖型式をとることが明らか  

となった。   

6．コ騨ンステイープリカー培地における酵母の堵寒  

経過について   

コト鵬ンステイープリカ…培地で£ビゼ7℃∫こ′Jぶ∫〟ビIAM  

4125のジャ仙プァ・鵬メンタ叫培養を行った。その培養  

経過を，Fig．7に示す。：コ｝ンステイ…プリカ†培地の  

炭嚢脚ま乳酸が主体であることから，Fig．5に示された  

乳酸合成培地における培養パターンと類似した経過をた  

どることが期待され，事矧司様な結果となった。乳酸は  

培餐4時瀾後から資化され始め，ユ6時間でほぼ完全に消  

費され残存乳酸蕊ほ0．1％以下となった。乳酸合成培地  

では，乳酸変化開始にやや養い泳動切抜喝血正が見  

られたことと比絞すると，これほ合成曙地と天然培地に  

0  2  4  6  8 10 12 日 16 柑 20 22  
γまmetllr〉  

Fig．7，′rime CoLlrSe Or tlle Cl1lture ofぷ ぐど㌢どγわ∫αど  

IAM4125wiてllCSIJMedium 

Tlュe conditiorlfor ferIneIltalio王1is tile SalⅥe aS  

thatofFig．4 
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刷0刷0仙：ReducingSugar  
仙◎仙◎－：DryWeiglltOfcelis  

仙△仙△仙：l）ト主  

よる培地組成の差異に起因するものと推定される。この  

原因の－一つとして存在澄は微簸でほあるもののコト州ンス  

テイ…プリカ…申の還元塘が考えられるが，確かに経時  

的に減少の傾向を示しているとは習え，Fig．6に示した  

混合培地における培査パタ仰ンとは異なる。しかし，  

コい血ンステイ岬プリカ叩にグルコースを加えた培地で酵  

母を培饗すれば，Fig．6に似た培餐経過により，酵母服  

率の増加する可能性は充分考えられるが，本研究の目的  

は，鍵処磯のコーンステイープリカwを料地に乳酸を唯  

一の炭素源として酵母に消饗させ，コーンステイ血プリ  

カ…の牒l型化を計ることにより，栄養価の商い間数飼料  

を製造することを計指している。従って酵母の収翠向上  

を馴1勺としていないので，この点は酵瀾の栄養価と併せ  

て再検討されるペきであろう。   

7．コト…ンステイープリカ…培地，乳酸合成培地，及  

び乳酸＋グルコト鵬ス混合培地における且rどr伊  

γね∫〟βIAM4125の総括比増殖速度（〃）の比較   

比増殖速度と機体が2倍に増える時間（td）との関  

係8）は，   
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td＝ln2／〝ニ0．693／〃  （3）   

となる。   

従って各培地におけるぶ以椚W最加IAM′iユ25総括比  

増殖速度〝は，Fig．8，9，10の培泰時瀾と酵母細胞数  

螢の関係蘭】から菌体が対数増殖期に2倍に増える時間  

（td）を求め，式（3）から〃を求めると7、able6の如くとな  

る。血走の酸素供給鼠のもとで種々の培地における酵壬ヨ 

培登の〃を求めた結乳 コーンステイープ培地では，  

〃ニ0．231llr洲1であった。糖乳 ブドウ糖培地での£  
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Tatユie6．Speci責c growtllrate（〟）of£ごど柁ぬ∫〟ど  
IAM4125illVariousMedia．  

Medium Doubling′rime Speci石cgrowtl】R‘1te  
t（川Ir）  ．′一り11）  

CSL  3．0  0．231  

Lactate  5．0  0．139  

Glucose（G）   3・0（G）  0．231（G）  
十  
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でim e （hr 〉  

Fig．8．Growt主1Rateofぶrβ′でて那∫〟どIAM4125inLac－  

tateMedium．  

Lactate（L）凍   6－5（L）  0．107（L）   

畢Diauxicgro＼Vthwasobservedirltllismedium 

αm㍑壷滋ば】AM4125の〝ほ0．35～0．3711∴＼cぬ茄  

でほ0．d4hr仰1であると報蕾登れていがきが，この文献  

の催と比較すると明らかに低い。山方，乳酸合成培地で  

ほ〃は0．139hr項1と更に低くなる。混合榔也の場合は，  

乳酸布衣下でのグルコト桝ス基質に対して〃＝0．23まhr仙i  

となり，グルコースの単独基質での文献偽〟＝0．35～  

0．37hrWlと比僻して低いことが明らかになった。   

このように炭素源の輿なる培地の〃の義弟は，£  

rg7VγねgαどIAM4125の基質に対する資化カの違いによ  

ると考えられる。グルコース培地では，K（lを嵩める程  

〃が増加する傾向にあるが9〉，コ巨岬ンステイープリカー  

培地で酵母を堵奪する場合，Kdを必繋以上に増加させ  

ても酵母収準は向」しないことは，T之1ble5からも明ら  

かで，同時に酵瀾の〝増加も起らないことが示唆され  

る。これは亜硫酸パルプ廃液を原料とする酵母の製造に   
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おいても，同様な結果が報告されており9），亜硫酸パル  

プ廃液中の酵母の発育を抑える阻審物質の影響によるも  

ので，〃倦としては0．24hr岬1が報告されている。乳酸  

合成培地の実験結果と考え合わせると，コ…ンステイー  

プ）jカーの培地申にパルプ廃液のような酵母増殖を阻審  

する物質の存在は考えにくく，動こ炭素源としての乳酸  

がグルコー∵スと比較して基質資化力の差輿によって甘値  

を低くする黎固になっていると思われる。以上の点から  

コト…ンステイープリカー培地における〃偽は，薫巨硫酸  

パルプ廃液培地の〃と比べ大きな違いはなく，0・23～  

0．25llr…1で妥当な数個と考えられる。   

ただこの〃は，l司分式で求めたもので培養機内の成  

分が刻々変化するため増発条件と増殖の関係を明確に知  

ることは困難である。更に信頼度の商い関係を得るため  

には，連続増姿絵によらねばならない。  

要  約  

ぶど甜Ⅵ扉赤肌＝AM4125のコーンステイープリカー培  

地，乳酸合成培地及び乳酸＋グルコト…ス混合培地におけ  

るフラスコ培養条件とジャーファ仰メンタ…の通気攫絆  

培発条件を検討した。  

（1）コ叫ンステイ…プリカ叫浪皮の商い培地では，酵  

掛培寒の誘導期は長くなる。従って酵母培養としてコ上州  

ンステイープリカー漉皮は6～7％が敏速であった。  

（2）ジャーファ岬メンタ∴のKdを測定したところ，  

Kdは主に回転数で支配され好気培嚢では撹粋が蕊要な  

園子と判明した。  

（3）コーンステイ…プリカー培地での£cg柁γ∫J∫〟g  

IAM4125の培滋は通気攫神威件としてKdを2．0×  

10‾5以上とする必繋が認められた。従って用いた  

ジャ…ファ仰メンターでの酵母培餐は固艦数300叩．m，  

通気慈15J／mi11が敢過と計算された。更にKdを高め  

た通気挽絆灸件で酵母を培発しても簡体の増加はなかっ  

た。  

（d）乳酸＋グルコト叫ス合成堵地において．基紫の分解  

順序楓 グルコース次に乳酸となる教化性パターンと  

なりた、、  

（5）乳酸合成培地とコい…ンステイープリカー培地にお  

ける酵母培養パタ…ンはよく似ている。しかし乳酸培磯  

では，乳酸資化にやや養い誘導期が見られ，堵賽終了時  

点に適しても残存乳酸が少し商い傾向を示した。  

（6）コト州ンステイ…プリカM培地，乳穀倉成培地及び  

乳酸＋グルコト岬ス混合培地における鼠√〝椚読流ばLAM  

4125の総括生育速度（〃）はそれぞれ，0．231hr叫Ⅰ，0．139  

ll∴1，及び0．23111r仙1十0．107hr仙1であった。  

（7）グルコい…ス培地での〃の0．35仙0．37h∴lと比  

較すると乳酸＋グルコい血ス培地のグルコースの〃の  

0．23‖√」ほかなり低く，共存している乳酸が影響し  

たと考えられる。  
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Summary  

Intheprov主ous】）aPer，、Vedealtwitl－aSelectionofyeastwelト即OWni－－CSLand滋rr／よd′Ⅵ〝桝錯ごg相即J∫∫〟どIAM4125  

WaSa（loptedbecatlSeOfanexcelleIltCOnS11mPtio】10f】acticacidand…lgOOrlsme11；lSfodderfora11imal．   

王ntl－ispal）er，WeStu（‡iedtheculturalconditionsof且ぐg′ⅤひJ∫～αビIAM41251ユSingaj三irrerme－－tOl▲（30／）onthethree  

media；CSL，1acticacidan（llactic－glucosemedium．   

1、1ュe resu】ts obtairled are summarized as fo11ws：  

i，て、heoptimしImCOnCel】tr；ユtionofCSIJfortheyezIStCll！turewas6－7％．  

2・OxygentransferratecoeⅢcient（Kd）orthejarfermentorwasIⅥai－－1y〔lecidedl）yagitationandminoriyby～leratjon．  

3・Theoi）timt－n－Kd fortl－eye之IStClユ1tui・e、Vitl＝1－ejarfermentorwas2．0×10血5g・mO102／atom，‡min，m／，an（1this   

Valuewasol）tainedatanagitaモionof300r．Ⅰ）．maIldanaerationr妄IteOfl／min 

司・Yieldo川IeyeaStdidnotincreasedinlIlelliが1erlくdconditio11．  

5・CSLmedil】n－isbetterthal－tllelacticacidme（Iiu一肌forlacticacidconsum‡）t10nbytheyeast▲  

6・S夏）eCi6cgrowtl－㌻差ite（〃）oftl－eyeaStOntl－ethree】nedia（CSL，1acticacidan（11acticacid瑠Iucose）wereO．231h山ユ，   

0・139王一仙Ⅰ，andO・1071ユー】11岬0・231l一助l，reSl〕eCtive】y 




