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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　　（ａ）ポリカルボン酸またはポリヒドロキシ酸を生産するための生物体を供給するこ
と；
　　（ｂ）前記生物体によりポリカルボン酸またはポリヒドロキシ酸に転換されるための
基質を供給すること；
　　（ｃ）（i）代謝転換可能な炭素及びエネルギー源；
　　　　　（ii）アンモニア、水酸化アンモニウム、硫酸アンモニウム、およびそれらの
混合物から選択される無機窒素源；
　　　　　（iii）リン酸カリウム ；
　　　　　（iv）アルカリ金属、アルカリ土金属、遷移金属、及びそれらの混合物から成
る群から選択される少なくとも１つの金属；
　　　　　（v）微粒子物質及び細菌を実質的に含まないビオチン；
　　　　　（vi）少なくとも１つのキレート剤 ；及び
　　　　　（vii）消泡剤
を含む発酵培地を供給すること；及び
　　（ｄ）前記（ａ）の生物体、前記（ｂ）の基質、および前記（ｃ）の発酵培地を含む
混合物をｐＨ３～７で 発酵すること
を含む色および臭いが安定なポリカルボン酸またはポリヒドロキシ酸の製造方法。
【請求項２】
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　前記生物体がＣ．トロピカリスである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記基質が、約４～約２５個の炭素原子を有するアルカンである、請求項１に記載の方
法。
【請求項４】
　前記炭素及びエネルギー源がグルコースを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記無機窒素源が硫酸アンモニウムを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記金属がカルシウムを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記金属がマグネシウムを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記金属がカルシウム及びマグネシウムを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記方法が、工程（ｄ）中に溶解酸素濃度レベルを約２５％以下に維持することを含む
、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記無機窒素源が、アンモニア、水酸化アンモニウム及びその混合物から成る群から選
択される成分を含む、請求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の背景】
本発明は、改良型発酵培地及び該培地を使用する脂肪族ポリカルボン酸の製造方法に関す
る。
長鎖アルファ、オメガ－ジカルボン酸、すなわち炭素数が９またはそれ以上であるそれら
は、様々な化学製品やポリマーの合成において粗原料として使用される。
【０００２】
炭素数が４以上である二価酸は、現在ではほとんど非生物学的転換方法によってのみ生産
されている。二価酸生産のためのこれらの形式の化学的方法は、多数の制限と不利点を有
している。各方法は、使用する始発物質に基づいて、特定の炭素鎖長からなる二価酸の生
産に限定されている。例えば、ドデカン二酸の方法は、ブタジエンにより開始され、従っ
て、この反応方法による生成物は４の倍数である鎖長を有する酸に限定される。さらに、
この方法は再生不能な石油化学フィードストックに基づき、かつ多反応転換方法は、収量
損失の原因となる望ましくない副産物、重金属廃棄物、及び還元炉内で破壊されなければ
ならない酸化窒素を生産する。
【０００３】
二価酸生産のための生物学的転換方法は、現存する非生物学的転換方法と比較して、多数
の潜在的な利点を有する。これらの主要なものは、始発物質としての再生可能フィードス
トックの使用、及び高価な廃棄物処分工程を必要とする危険な化学的副産物を発生しない
で二価酸を生産する能力である。
生物学的方法の使用によって達成されるその他の重要な利点は、そのような方法は、同一
生物触媒及び同一装置を使用して、広範囲の二価酸を生産するために容易に応用され得る
ことである。現在の有機化学的合成は一種類の二価酸のみの生産に適しているために、幾
つかの異なる二価酸の合成は、それぞれの二価酸のための新しい合成計画の開発を必要と
する。他方、酵母生物触媒は、同一装置、培地及びプロトコルを使用して、単に異なる基
質を酵母に供給することにより、異なる長さの二価酸を生産するために使用することがで
きる。
【０００４】
その全内容を参考文献として本明細書に編入している、米国特許第６，００４，７８４号
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は、高価な高度標準化した酵母エキス及び酵母窒素基礎培地（Ｙｅａｓｔ　ｎｉｔｒｏｇ
ｅｎ　ｂａｓｅ）を含む、従来の発酵培地の価格を低減するために、コーンスティープリ
カー（ｃｏｒｎ　ｓｔｅｅｐ　ｌｉｑｕｏｒ）及び醸造用酵母エキスを使用する半合成発
酵培地を開示する。
【０００５】
そのような安価な代用品の使用に関連する問題は数え切れないほどある。それらは、空気
と接触すると、悪臭を発する発酵ブロスを生じる。コーンスティープリカー及び粗酵母エ
キスに含まれる、特に高レベルの細菌を結合する微粒子物質は、滅菌を困難とし、従って
、培地滅菌装置へのバイオバーデンの一因となる。これらの代用品はまた、発色や色安定
性の問題に関与し、且つ生成物損失を伴う追加精製工程の使用を必要とする、多数の代謝
転換不可能な成分を含む。これらの代用品の選択は、培地コストを低下するが、余分な加
工コストを追加する。従って、ポリカルボン酸、ポリオール、ポリヒドロキシ酸の高度な
特異的生産を可能とする酵母生物触媒の増殖を支持する栄養素を供給する、低コスト、バ
イオ発酵培地の需要は依然として存在する。
【０００６】
【発明の概要】
本発明は、発酵培地及び前記培地を使用するポリカルボン酸、ポリオール、ポリヒドロキ
シ酸作製のための方法に関する。該発酵培地は：
（ａ）代謝転換可能な炭素及びエネルギー源；
（ｂ）無機窒素源；
（ｃ）リン酸源；
（ｄ）アルカリ金属、アルカリ土金属、遷移金属、及びそれらの混合物から成る群から選
択される少なくとも１つの金属；及び
（ｅ）微粒子物質及び細菌を実質的に含まないビオチンを含む。
【０００７】
本発明はさらに、
（ａ）ポリカルボン酸、ポリオール、ポリヒドロキシ酸を生産することが可能な生物体を
供給すること；
（ｂ）前記生物体によってポリカルボン酸、ポリオール、ポリヒドロキシ酸に転換される
ことが可能な基質を供給すること；
（ｃ）（i）代謝転換可能な炭素及びエネルギー源；
（ii）無機窒素源；
（iii）リン酸源；
（iv）アルカリ金属、アルカリ土金属、遷移金属、及びそれらの混合物から成る群から選
択される少なくとも１つの金属；及び
（v）微粒子物質及び細菌を実質的に含まないビオチン
を含む発酵培地を供給すること：及び
（ｄ）前記発酵培地中で前記生物を発酵すること
を含むポリカルボン酸、ポリオール、ポリヒドロキシ酸のの製造方法に関する。
【０００８】
【発明の説明】
成分量及び／または反応条件を表現する全ての数値は、全ての場合において、「約」で修
飾されると理解することとする。
微生物増殖を支持する代替栄養素の賢明な選択により、本発明は、生物学的転換過程を使
用して、重要な多機能性物質を商業的に大量生産することを可能とする培地を供給する。
本発明は、調製かつ滅菌が容易で、臭気が少なく、後続の下流工程の負荷となる不純物の
寄与が少ないが、それにもかかわらず少なくとも伝統的な従来の技術による方法と同程度
に高い収量で生成物を生産する、従来の培地及び方法の低コストな代替を供給する。コー
ンスティープリカー及び酵母エキスを含む無数の不特定の成分が、微生物増殖の質及び多
機能性化合物の生産性を損なうことなく、比較的少数の成分により置き換え得ることは、
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驚きに値する。
【０００９】
従って、本発明の一つの態様に従い、様々な種類の有機基質の生物転換を補助することが
可能である経済的な発酵培地が供給される。前記発酵培地は、以下の必須成分を含む：（
i）代謝転換可能な炭素及びエネルギー源；（ii）無機窒素源；（iii）リン酸源；（iv）
アルカリ金属、アルカリ土金属、及びそれらの混合物から成る群から選択される少なくと
も１つの金属；及び（v）微粒子物質及び細菌を実質的に含まないビオチン。これらの物
質はそれのみで微生物増殖のための基本的栄養必要条件を満たし、さらに生物転換を行う
ために十分な量と質のバイオマスを生産する。
【００１０】
代謝転換可能な炭素とエネルギーの適切な源は、グルコース、フルクトース、マルトース
、グリセロール、酢酸ナトリウム、メタノール、短鎖アルコール、及びそれらの混合物を
含むが、それに限定はされない。代謝転換可能な炭素とエネルギーの好ましい源は、グル
コースであり、好ましくは液性グルコースシロップ、例えば、９５％デキストロース等価
（ｄｅｘｔｒｏｓｅ　ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ）シロップ、若しくはより低い価のデキスト
ロース等価シロップであってもよい。そのような物質は、アミラーゼ、グルコアミラーゼ
、及びセルラーゼのようなアミラーゼ酵素の添加によって、発酵中に加水分解され得る、
少量の二糖類、三糖類、及び多糖類を含む。従って、グルコースは、生物酸化と同時の反
応においてインサイツ（ｉｎ　ｓｉｔｕ）で供給され得る。
【００１１】
窒素の無機の源は、硝酸ナトリウムまたはカリウムのようなアルカリ金属硝酸塩、硫酸ア
ンモニウム、塩化アンモニウム、硝酸アンモニウム及び酢酸アンモニウムのようなアンモ
ニウム塩を含むが、それらに限定はされない。好ましい無機窒素源は、アンモニアまたは
水酸化アンモニウムである。
本発明にかかる発酵培地のその他の必須成分は、化合物を含むいずれかのリン酸塩を含む
リン酸源である。その実例は、リン酸カリウム、リン酸ナトリウム、及びリン酸アンモニ
ウムを含むが、それらに限定はされない。本発明において使用するリン酸の特に好ましい
源は、リン酸カリウムである。
【００１２】
発酵培地において使用する適切な金属は、アルカリ金属、アルカリ土金属、遷移金属、及
びそれらの混合物を含む。特に好ましい金属は、カリウム、カルシウム、及びマグネシウ
ムの配合を含む。
発酵培地の最後の重要成分は、微粒子物質及び細菌を実質的に含まないビオチンである。
【００１３】
培地成分のいずれも、初期滅菌培地チャージ（ｃｈａｒｇｅ）の一部として加えるか、濃
縮水溶液として滅菌して発酵培地に後で添加するか、若しくは製造発酵槽中への持ち越し
のために発酵接種物に多量に含んでもよい。
悪臭、発色不安定性、及び汚染と関連する問題を回避するために、ビオチンが、そのよう
な問題を喚起して、さらに加工精製工程の追加を必要とする、微粒子物質及び細菌を含ま
ないことが肝要である。必要とするビオチンの量は、従来の培地においてそれが置換する
有機窒素源よりも数桁少ない。
【００１４】
本発明にかかる発酵培地は、水溶液中に以下を含む：（ａ）約１０ｇ／ｌ～約６０ｇ／ｌ
、好ましくは、約２０ｇ／ｌ～約４０ｇ／ｌである代謝転換可能な炭素及びエネルギー源
、好ましくはグルコース；（ｂ）約５０ｐｐｍ　～約２０００ｐｐｍ、好ましくは、約５
０ｐｐｍ～約２５０ｐｐｍ、さらに最も好ましくは、約１００ｐｐｍ～約２５０ｐｐｍの
無機窒素源の混在物により供給される窒素；（ｃ）約１ｇ／ｌ～約１０ｇ／ｌ、好ましく
は約１ｇ／ｌ～約７ｇ／ｌのリン酸源、好ましくはリン酸カリウム；（ｄ）約０．０１ｇ
／ｌ～約２ｇ／ｌ、好ましくは約０．０１ｇ／ｌ～約１ｇ／ｌのアルカリ金属、アルカリ
土金属、及びそれらの混合物から成る群から選択される少なくとも１つの金属、好ましく
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はカルシウムとマグネシウムの混合物；及び（ｅ）約１μｇ／ｌ～約２０００μｇ／ｌ、
好ましくは、約４μｇ／ｌ～約２００μｇ／ｌ、さらに最も好ましくは約４μｇ／ｌ～約
２０μｇ／ｌの微粒子物質及び細菌を実質的に含まないビオチン。
【００１５】
発酵培地中に存在する水分は、蒸留、イオン交換、または軟化により精製された加工水で
あり得る。水の好ましい源は、地方自治体水道局配給水、プロセスリサイクル流、または
井戸水からのそれを含み、それらの水源中に既にミネラルが含まれている場合はミネラル
含量の調整を考慮するべきである。例えば、その他の必要成分に含まれる水分は、既に十
分なミネラル成分を含み、生物体の増殖に必要な全てまたは実質的に全てのミネラルを供
給することもある。
【００１６】
本発明にかかる発酵培地は、廃棄物として処分するために生成物からの分離を必要とする
有機及び無機成分の添加を最小限とし、さらに悪臭処理に寄与すると同時に、微生物増殖
のための基本的栄養必要条件を満たす。当該分野で既知である発酵培地組成物とは対象的
に、本発明よる培地は、微粒子物質を含まず、自動化培地調製工程において、特に連続的
滅菌を行いやすく、さらに安価である。本発明によって供給される培地組成は栄養分が少
ないにもかかわらず、ポリカルボン酸、ポリオール、ポリヒドロキシ酸の高生産性を達成
しながら、培地製剤に広範な柔軟性がある。
【００１７】
さらに生物発酵過程を強化するために、様々な種類の補助成分が、本発明にかかる発酵培
地において使用され得る。それらの実例は、様々な種類の微量金属、キレート化剤、消泡
剤等を含むが、それらに限定はされない。
本発明にかかる発酵培地は、ポリカルボン酸産生、ポリオール産生及びポリヒドロキシ酸
産生酵母、及び広く様々な基質と共に使用することができる。例えば、所望する生成物が
、二価酸のようなポリカルボン酸である場合は、脂肪酸、脂肪酸エステル、またはアルカ
ン基質のいずれの種類を使用してもよい。二価酸生産用の適切な基質の実例は、ラウリン
酸、ミステリン酸、パルミチン酸、ステアリン酸、オレイン酸、パルミトレイン酸及びそ
れらのメチルエステル、及びそれらの混合物を含むが、それらに限定はされない。アルカ
ンの実例は、ドデカン、ドデセン、トリデカン、テトラデカン、オクタデカン等を含む。
【００１８】
従って、本発明のその他の態様に従い、ポリカルボン酸、ポリオール、またはポリヒドロ
キシ酸作製のための方法が供給される。例証のみを目的として、本発明にかかる方法を、
所望する最終生成物として、ポリカルボン酸、特に二価酸を作製することを参照すること
により説明する。
前記方法は、微生物が増殖し、所望する転換反応を触媒し得るｐＨであれば、いずれのｐ
Ｈ領域でも操作してもよい。好ましくさらに特に都合のよいｐＨ領域は、酸性域、すなわ
ち約７またはそれ以下のｐＨである。低ｐＨ改良法はいずれの発酵方法にも応用し得るが
、ポリカルボン酸を生産する発酵方法に応用する場合に特に有利である。適切なｐＨ調整
試薬は、アンモニア、水酸化アンモニウム溶液、濃水酸化カリウムまたはナトリウムであ
る。
【００１９】
有機基質は、モノまたはポリカルボン酸に生物酸化性（ｂｉｏｏｘｉｄｉｚａｂｌｅ）で
あるいずれの有機化合物であってもよい。そのような化合物は、少なくとも１つの末端メ
チル基、末端カルボキシル基及び／または生物酸化によりカルボキシル基に酸化可能であ
る末端官能基を有する、飽和または不飽和脂肪族化合物、あるいは炭素環式またはヘテロ
環式芳香族化合物のいずれかであり得る。カルボキシル基の誘導体である末端官能基は、
基質分子中に存在し、さらに生物酸化以外の反応によりカルボキシル基に転換されること
もある。例えば、リパーゼ酵素を発酵段階中に添加して、さもなければ代謝不能なエステ
ルから遊離脂肪酸を遊離することができる。
【００２０】
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アルカンは、本発明にかかる方法を実施するために有用な飽和有機基質の一つの種類であ
る。アルカンは、線状または環状、分岐または直鎖、置換または未置換であってもよい。
特に好ましいアルカンは、約４から約２５個の炭素原子を有するものであり、その実例は
、ブタン、ヘキサン、オクタン、ノナン、ドデカン、トリデカン、テトラデカン、オクタ
デカン等を含むが、それらに限定はされない。
【００２１】
本発明にかかる方法において使用し得る不飽和有機基質の実例は、２－ペンテン、２－ヘ
キセン、３－ヘキセン、９－オクタデカン等のような内部オレフィン；２－ヘキサン酸及
びそのエステル、オレイン酸及び比較的高オレイン酸含量を有するトリグリセリルエステ
ルを含むそのエステル、エルカ酸及び比較的高エルカ酸含量を有するトリグリセリルエス
テルを含むそのエステル、リシノール酸及び比較的高リシノール酸含量を有するトリグリ
セリルエステルを含むそのエステル、リノール酸及び比較的高オレイン酸含量を有するト
リグリセリルエステルを含むそのエステルのような不飽和カルボン酸；３－ヘキセン－１
－オール、９－オクタデセン－１－オール等のような不飽和アルコール；３－ヘキセン－
１－アール、９－オクタデセン－１－アールのような不飽和アルデヒドを含むが、それら
に限定はされない。上記の他に、本発明にかかる方法において使用し得る有機基質は、少
なくとも１つの内部炭素－炭素二重結合及び少なくとも１つの末端メチル基、末端カルボ
キシル基及び／または生物酸化によりカルボキシル基に酸化可能である末端官能基を有す
る脂環式化合物を含む。そのような化合物の実例は、３，６－ジメチル－１，４シクロヘ
キサジエン；３－メチルシクロヘキセン；３－メチル－１，４－シクロへキサジエン等を
含むが、それらに限定はされない。
【００２２】
本発明にかかる方法において使用し得る芳香族化合物の実例は、ｏ－、ｍ－、ｐ－キシレ
ンのようなアレーン、ｏ－、ｍ－、ｐ－メチル安息香酸；ジメチルピリジン等を含むが、
それらに限定はされない。有機基質はまた、カルボキシル基に生物酸化可能である、アル
デヒドまたはアルコール基のような他の官能基を含んでもよい。有機基質はさらに、カル
ボキシル基に生物酸化可能ではないが、生物酸化を妨害しない、ハロゲン、エーテル等の
ような他の官能基を含んでもよい。
【００２３】
培養物が基質を生成物に盛んに酸化する発酵の段階中に、培養物に補基質を供給してもよ
い。これは、基質反応自体から正味の使用可能な炭素またはエネルギーが回収できない場
合に特に有効であり、従って、この炭素及びエネルギーは、補基質によって供給される。
補基質は、グルコース、フルクトース、またはマルトースのような発酵可能な炭水化物；
あるいは例えば、グリセロール、酢酸ナトリウム、メタノール、または短鎖アルコールの
ような他の発酵可能な有機化合物；あるいはそれらの混合物である。好ましい補基質は、
グルコースであり、好ましくは液性グルコースシロップ、例えば、９５％デキストロース
等価シロップ、またはより低い価のデキストロース等価シロップであってもよい。そのよ
うな物質は、(－アミラーゼ、グルコアミラーゼ及びセルラーゼのようなアミラーゼ酵素
の添加によって発酵中に加水分解され得る、少量の二糖類、三糖類、及び多糖類を含む。
従って、グルコースは、生物酸化と同時の反応においてインサイツで供給することができ
る。
【００２４】
バイオマスを増殖させるために使用する炭素及びエネルギー源が、酸化的転換反応を推進
するために使用する補基質と同一であることは、必ずしも必要ではないが、好都合である
。実際の利点は、取り扱う必要のある粗原料がより少なく、発酵の様々な段階がより統合
しやすいことである。従って、バイオマスを増殖させるための炭素及びエネルギー源と酸
化反応を推進するための補基質の両方を運搬するために、単一の補基質滅菌及び送達シス
テムを使用することができる。
【００２５】
本発明にかかる方法において使用し得る微生物は、本明細書中に定義される基質を生物酸
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化することが可能ないずれの微生物であってもよい。微生物は、１またはそれ以上のアシ
ルＣｏＡ酸化酵素遺伝子の破壊、不活性化あるいは欠失によって、ベータ酸化が部分的あ
るいは完全に遮断されている微生物；１またはそれ以上のアシルＣｏＡ酸化酵素遺伝子の
不活性化または欠失によって、ベータ酸化が部分的あるいは完全に遮断されている酵母；
１またはそれ以上のアシルＣｏＡ酸化酵素遺伝子の不活性化または欠失によって、ベータ
酸化が部分的あるいは完全に遮断されているカンジダ株のいずれであってもよい。発酵方
法が、基質のカルボン酸への生物酸化を含む場合は、微生物は通常は酵母である。そのよ
うな微生物は、形成されるモノ－及び／またはジカルボン酸が分解によってさらに酸化さ
れて鎖の短縮を生じないような方法で基質を酸化することが可能である。しかし、本発明
にかかる方法は、いずれの微生物の使用にも適する。
【００２６】
アルカンまたは脂肪酸を炭素源として培養した時に副産物として、アルファ、オメガ－ジ
カルボン酸を分泌することが知られている酵母株が、米国特許第５，２５４，４６６号に
説明されており、その全内容を本明細書に参考文献として編入している。これらの株は、
一部または完全に酸化が阻止されている株であり、すなわち、染色体のＰＯＸ４Ａ、ＰＯ
Ｘ４Ｂ及び両ＰＯＸ５遺伝子が破壊されるように遺伝的に修飾されている。本株における
基質フローは、ＰＯＸ遺伝子破壊による競合β酸化経路の機能的不活性化の結果としてオ
メガ－酸化経路に向け直されている。完全酸化阻止株は、Ｃ．トロピカリスの株である、
Ｈ５３４３（ＡＴＣＣ　２０９６２）株であり、米国特許第５，２５４，４６６号に記載
されている。
【００２７】
他の適切な株は、１またはそれ以上の還元酵素遺伝子が増幅された結果、Ｐ４５０遺伝子
増幅による律速オメガヒドロキシラーゼの量の増加及び同時酸化経路による基質フローの
速度の増加を生じている株である。脂肪酸の酸化に重要であることが既知である酵素量を
選択的に増加する株もまた好ましい。そのような株は、ＣＹＰ及びＣＰＲ遺伝子の増加コ
ピーを含む。これらの遺伝子は、酸化経路における第一工程を触媒するω－ヒドロキシラ
ーゼ複合体の生産に関連する遺伝子として同定されている。ＨＤＣ１株は、Ｈ５３４３株
ゲノム中に組み込まれたＣＹＰ５２Ａ２Ａ遺伝子の複数コピーを含む株の実例である。こ
の株及び類似株は、１９９８年５月１日に出願された同時継続の出願、出願番号６０／０
８３，７９８に説明されており、その全内容を参考文献として本明細書に編入している。
本発明にかかる方法に使用し得る他の株は、その全内容が参考文献として本明細書に編入
されているＰＣＴ／ＵＳ９９／２０７９７に説明されるように、Ｃ．トロピカリス　ＨＤ
Ｃ１株、ＨＤＣ５株、ＨＤＣ１０株、ＨＤＣ１５株、ＨＤＣ２０株、ＨＤＣ２３株、ＨＤ
Ｃ２３－１株、ＨＤＣ２３－２株及びＨＤＣ２３－３株である。
【００２８】
無機窒素の適切な源は、含アンモニウム化合物のいずれかを含む。それらの実例は、アル
カリ金属硝酸塩または硫酸アンモニウム、塩化アンモニウム、硝酸アンモニウム及び酢酸
アンモニウムのようなアンモニウム塩を含むが、それらに限定はされない。好ましい窒素
源は、アンモニウム塩または生物体の代謝作用を通してアンモニアを発生する尿素のよう
な化合物である。本発明における用途のための特に好ましい無機窒素の源は、アンモニア
である。
【００２９】
発酵方法は、有機基質及び補基質両方の源として、トリグリセリド脂肪または油を利用す
ることにより変更することができる。発酵ブロスと共に処方されるリパーゼは、脂肪また
は油を加水分解または開裂させて、脂肪酸及びグリセリンとする。生物体によるグリセリ
ン消費は、遊離脂肪酸をそれぞれ対応する二塩基酸に転換するために必要なエネルギーを
供給すると同時に、開裂反応を完了するために働く。オレオ特異性のあるリパーゼが特に
好ましい。オレオ特異性リパーゼは、高オレイン酸含量を有するトリグリセリドについて
高い選択性を呈示し、オレイン酸エステル基の加水分解を選択的に触媒する。そのような
オレオ特異性リパーゼの実例は、シュードモナス　ｓｐ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐ
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）、フミコーラ　ラヌギノーサ（Ｈｕｍｉｃｏｌａ　ｌａｎｕｇｉｎｏｓａ）、カンジダ
　ルゴーサ（Ｃａｎｄｉｄａ　ｒｕｇｏｓａ）、ゲオトリクム　カンジドゥム（Ｇｅｏｔ
ｒｉｃｈｕｍ　ｃａｎｄｉｄｕｍ）、及びシュードモナス（ブルクホルデリア）（Ｐｓｅ
ｕｄｏｍｏｎａｓ（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ））によって生産されるリパーゼを含むが
、それらに限定はされない。特に好ましいリパーゼは、その全内容が本明細書に参考文献
として編入されている米国特許第５，４７０，７４１号に説明されるゲオトリクム　カン
ジドゥム（Ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ　ｃａｎｄｉｄｕｍ）ＡＴＣＣ　Ｎｏ．７４１７０由来
のＵＮリパーゼである。
【００３０】
発酵方法は、増殖期、誘導期、及び転換期の３つの段階で行われることが好ましい。各相
は、同一または異なる、温度、ｐＨ、通気等の発酵槽条件で操作してもよい。増殖期は、
細胞培養が発酵槽中に導入された時に開始し、その結果、増殖の迅速相が生じる。増殖は
、使用する培地の組成に基づき、対数または亜対数増殖であり得る。これは、培養物が、
酸素消費の減少により判断される直線増殖に達するまで継続する。直線増殖は、培地への
主要栄養素の添加速度によって増殖が限定される場合に生じ、従って、増殖は、制限栄養
素が供給される速度に比例するようになる。通常では、本発明の方法において、主要栄養
素は補基質である。第二相は、誘導期である。誘導期では、主要代謝作用が開始され、基
質の生成物への所望する転換が始まる。培養物は、培養物を誘導する前の期間は直線増殖
期で維持してもよい。誘導剤は、通常では基質そのものであるが、それ自体の転換を開始
しない化合物については、他の誘導剤を基質と併用してもよい。誘導期は、迅速な増殖期
を転換期に遷移するために使用される。基質が生成物に転換されると、発酵は次の相であ
る転換期に移る。
【００３１】
転換期中は、発酵ブロスは、２～７の範囲である酸性ｐＨである。好ましい操作ｐＨ範囲
は、約３．５～７．０であり、さらに好ましい範囲は約５．０～６．５である。ｐＨは、
例えば、水酸化ナトリウム溶液、水酸化カリウム溶液、水酸化アンモニウム溶液またはア
ンモニアガスのような強塩基を使用する自動滴定によって調整できる。従来の方法と比較
されるこのｐＨ管理で発酵を操作することによることにより、アンモニアは反応して不揮
発性水性アンモニウムイオンを形成するために、ｐＨ調節に使用できることを特記する。
ジカルボン酸を作製するための従来の方法は、アルカリｐＨ管理で操作する際に、効果的
に水性アンモニウムイオンを作製できず、従って、オフガス中へのアンモニア蒸気の望ま
しくない放出及びブロス中の毒性アンモニアの蓄積の原因となる。発酵は約２６℃～約４
０℃である温度で行うことができる。
【００３２】
第一段階では、迅速対数増殖期にあるベータ－酸化阻止型Ｃ．トロピカリス株のような、
ベータ－酸化阻止型微生物の活性培養物で培養基を接種する。培養基のｐＨは、塩基の添
加により調整され、その実例は、水酸化アンモニウム、水酸化カリウム、水酸化ナトリウ
ムまたはアンモニアガスを含むが、それらに限定はされない。発酵槽への補基質の添加は
、転換期中の培養基の流加であることが好ましい。対数増殖期の終了は、グルコースの涸
渇、溶解酸素の迅速な増加、及び最も高感度には、オフガス酸素の迅速な増加とオフガス
ＣＯ2の減少によって特徴づけられる。誘導基質が存在しないと、バイオマスは、グルコ
ースの供給速度に比例する速度で蓄積を続ける（すなわち、直線増殖）。転換期は、対数
増殖期の終了時または所望するバイオマスレベルが得られた時点で開始することが望まし
い。製造容器の酸素輸送特性が、培養物を対数増殖で維持することによっては所望するバ
イオマスレベルを達成できない場合は、対数増殖と後続する直線グルコース制限増殖期（
誘導期）の組み合わせを、所定のバイオマスレベルを達成するために使用してもよい。
【００３３】
グルコース制限直線増殖への遷移中に培養物を健全な状態に維持するために、培養物が常
にグルコースを利用できるように、増殖中にグルコース供給を開始することが望ましいこ
ともある。初期培地チャージにおけるグルコースレベルは、増殖中に供給される量を減じ
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た微生物増殖のために必要な総グルコースに準じて選択される。グルコース供給は、増殖
が始まったらいつ開始してもよい。しかし、製造容器に接種後、接種物の品質及び遅滞期
に幾らかの変異があるために、直接的バイオマス測定、あるいは光学密度、二酸化炭素放
出速度または酸素取り込み速度のような間接的方法によって判定される、予め決定したバ
イオマス濃度で、対数増殖期中にグルコース供給を開始することが好ましい。グルコース
は精製あるいは未精製コーンシロップでよい。グルコースは、容器の頂部から、通気空間
を通して、連続的流加または一連の連続パルスまたはインパルスとして供給することがで
きる。グルコース供給は、容器内に迅速に分配するために、特に撹拌子付近の高剪断領域
中に表面下で供給してもよい。大型容器では、同一容器内に複数のグルコース供給点があ
ってもよい。
【００３４】
基質が酸化される転換期は、誘導物質及び酸化可能なメチル基を含む基質を添加すること
により開始される。アルカン、脂肪酸、脂肪酸メチルエステル及び脂肪酸塩の場合は、こ
れらの物質及びそれらの組み合わせは、それ自体をジカルボン酸にする酸化を誘導するが
、他の物質の酸化誘導にも有用なこともある。基質は、バッチ、あるいは連続供給、また
は一連の連続パルスまたはインパルスとして添加してもよい。基質は、容器頂部の通気空
間から、または表面下、特に高剪断領域中に添加してもよい。大型容器では、同一容器内
に複数の基質供給点があってもよい。酸化は、７以下である酸性ｐＨで行われるか、さら
に、酸化により形成されるか、または基質中に存在するカルボキシル基のｐＫａ付近また
はそれ以下で行われることが好ましい。
【００３５】
転換が進行してバイオマスとトリアシルグリセロールエステルの蓄積を防止するために、
発酵槽へのグルコースの供給速度を徐々に低減することが好ましい。市販のオレイン酸の
転換では、細胞内貯蔵液胞の蓄積が、グルコース供給速度調整の必要性を示す便利なイン
ジケーターである。調整は、供給速度を転換期の各２４時間当たり約５％～２５％、さら
に通常では約１０％低減することにより行われる。塩基利用速度、ＣＯ2放出速度、また
は呼吸商のような他のインジケーターを使用してもよい。
【００３６】
発酵方法においてしばしば遭遇する問題は、カルボン酸石鹸の形成と従来のアルカリｐＨ
領域での作業の結果としての発泡である。アルカリ環境においては、カルボン酸は石鹸を
形成し、これは発酵ブロス中での望ましくない発泡を生じさせる。石鹸形成の結果はブロ
スｐＨの低下を生じ、これはブロスのｐＨを所望する値に維持するために、苛性のような
塩基をブロスに加えることにより調整される。さらに、塩基性環境にグルコースを添加す
ることは、炭酸塩の形成を生じさせ、これは発酵ブロスのｐＨに影響を及ぼす。石鹸のｐ
Ｈ及び炭酸塩形成の影響を補償するため、ブロスｐＨを所望レベルに維持するためには大
量の塩基が添加されなければならない。
【００３７】
驚くべきことに、発酵方法を、苛性ｐＨ領域よりはむしろ、２～７、好ましくは３～７、
さらに好ましくは５～６．５の酸性ｐＨ領域で行うことにより、発泡が実質的に低減し、
グルコース代謝中に生産される二酸化炭素からの炭酸塩の形成が低減し、それにより、発
酵ブロスのｐＨ調整のために必要とされる粗原料の量が実質的に低減されることが発見さ
れた。酸性ｐＨで発酵方法を行うことにより、これらの問題は実質的に低減して、発酵方
法において使用される塩基量の低下を生じさせる。増殖反応中に、陰イオン当量を越える
陽イオン当量の総消費があり、培養基ｐＨの降下に寄与する。増殖中は、ｐＨ調整目的で
塩基を加えることにより、培地ｐＨを２～７、好ましくは３～６．５に調整することが望
ましい。本目的のために有用な塩基には、水酸化アンモニウム、アンモニア、水酸化ナト
リウム及び水酸化カリウムがある。水酸化アンモニウム、アンモニア、または水酸化カリ
ウムのような増殖中に消費される１またはそれ以上の主要栄養素を供給する塩基組成物を
選択することが望ましい。増殖培地製剤は、ｐＨ調整試薬の添加を考慮にいれて調整され
る。ｐＨ調整のためにＮＨ4ＯＨまたはアンモニアガスを使用することは、ｐＨ調整剤と
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窒素源とを兼ねて、発酵槽中に加える１つの粗原料にすることにより、微生物増殖に必要
とする粗原料数を低減する。
【００３８】
アンモニアまたは水酸化アンモニウムのような窒素源を使用することに関して、増殖とこ
れらのｐＨ調整試薬の消費を開始するためには、培地中に２５０ｐｐｍまたはそれ以下の
窒素源の存在のみが必要とされる。　 アンモニア濃度は、従って培養物増殖中はほとん
ど一定である。従って、都合がよいことに、誘導時における培地中の所望するアンモニア
濃度は、初期培地原料中にアンモニアまたはアンモニウム塩を添加することにより、予め
選択することができる。初期発酵槽原料用のアンモニア性窒素の有用な源は、リン酸アン
モニウム、硫酸アンモニウム、硝酸アンモニウム、アンモニア、尿素及び水酸化アンモニ
ウムを含む。
【００３９】
本発明の他の態様は、カンジダ　トロピカリス（Ｃａｎｄｉｄａ　ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ
）の増殖に有効であり、さらに酸化可能なメチル基を有する基質をカルボン酸に転換する
高生産性を付与する発酵培地の処方に関する。発酵ブロス中への物質の供給速度を調整す
ることにより、微生物の増殖を制御できる。グルコースによる微生物増殖中に消費される
主要な栄養素は、アンモニア性の窒素、カリウム、マグネシウム、リン酸、及び硫酸であ
る。ナトリウム及びカルシウムは消費されないが、しかし、カルシウムは、接種物培地処
方に基づく正常な増殖を得るためには、約５～５０ｐｐｍの濃度またはそれ以上で存在し
なければならない。微量ミネラル及びビオチンもまた培地に含まれる。ビオチンは、比較
的純正グレードであるか、またはビオチン酵母、酵母エキス、またはコーンスティープリ
カーのようなさらに未精製グレードとして供給されてもよい。
【００４０】
リン酸の有用な源は、リン酸アンモニウム、リン酸二水素カリウム、リン酸水素二カリウ
ム、リン酸三カリウム、リン酸二水素ナトリウム、リン酸水素二ナトリウム、リン酸三ナ
トリウム、及びリン酸である。カリウムの有用な源は、硫酸カリウム、リン酸二水素カリ
ウム、リン酸水素二カリウム、リン酸三カリウム、及び苛性カリである。
【００４１】
発酵補助剤を、アルカン酸化及び／または脂肪酸酸化に使用してもよい。好ましい発酵補
助剤は、脂肪酸エステルであり、特に好ましい発酵補助剤は、メチルエステルである。そ
のような発酵制御剤の使用の一つの主要な利点は、発泡制御及び発酵ブロスの流体特性の
制御である。生成品の鎖分布が、最終生成物の性能において重要である場合は、メチルエ
ステルも生成物に転換されるために、アルカンまたは脂肪酸と類似なメチルエステルの鎖
長を選択することが望ましい。前記エステルは、バッチで添加してもよいし、あるいはフ
ィード（供給物）中に混合してもよい。フィード中に混合する場合は、フィードの約１０
％またはそれ以下を含み、さらに約１％またはそれ以下を含むことが好ましい。幾つかの
市販脂肪酸は、元々幾つかのメチルエステルを含み、従ってジカルボン酸製造用の基質と
して直接に使用することができる。例えば、ＥＭＥＲＳＯＬ（登録商標）２６７　（Ｃｏ
ｇｎｉｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）は、約１％またはそれ以下のメチルエステルを含む
市販オレイン酸であり、本発明の好ましい基質であることが発見されている。前記方法で
使用される、オレイン酸の典型的なテクニカルグレードである、ＥＭＥＲＳＯＬ（登録商
標）２６７は、０．３％　Ｃ１２、２．４％　Ｃ１４、０．６％　Ｃ１４：１、４．７％
　Ｃ１６、４．６％　Ｃ１６：１、０．２％　Ｃ１７、０．８％　Ｃ１８、６９．９％　
Ｃ１８：１、１０．５％　Ｃ１８：２、０．３％　Ｃ１８：３である概算組成を有する。
【００４２】
アルカンのジカルボン酸への酸化の場合は、発酵補助剤として脂肪酸または脂肪酸塩を使
用することがさらに有効であることが発見されている。これは、発酵ブロス中でのアルカ
ンの分布を向上させる。脂肪酸はバッチで添加してもよいし、アルカン・フィード中に製
剤化してもよい。フィード中に処方する場合は、脂肪酸または脂肪酸塩は、典型的にはフ
ィードの約１０％またはそれ以下、好ましくは５％またはそれ以下を構成する。ここでも



(11) JP 4549598 B2 2010.9.22

10

20

30

40

また、生成物の鎖分布が、最終生成物の性能において重要である場合は、脂肪酸も生成物
に転換されるために、アルカンに類似な脂肪酸の鎖長を選択することが望ましい。
【００４３】
驚くべきことに、溶解酸素濃度レベルを、空気による飽和の約２５％以下、好ましくは２
０％以下に維持することにより、転換期中に必要とされる補基質量が低下することも発見
されている。溶解酸素濃度がこれらのレベル以下である場合は、グルコースは、酸化のエ
ネルギー供給により効率よく利用される。グルコースを加えすぎると、転換期中にバイオ
マスとトリアシルグリセロールエステルの蓄積を増加し、カルボン酸製造を低下する結果
となる。
【００４４】
オレオ産生性（ｏｌｅｏａｇｅｎｏｕｓ）酵母における、トリアシルグリセロールエステ
ル形成は、マグネシウム濃度または初期培地原料中のマグネシウムとリン酸の割合を調整
することにより部分的に制御または最少化できる。好ましいマグネシウム濃度は、発酵接
種物中において、約０．１～約１．０ｇｍ／Ｌ、さらに好ましくは約０．２～約０．８ｇ
／Ｌである。好ましいリン酸：マグネシウム比は、２０：１～約２：１、好ましくは１５
：１～約３：１である。
【００４５】
驚くべきことに、転換期中の発酵ブロスが、Ｈ2Ｏ2を消費する熱不安定性カタラーゼ様活
性を蓄積することも発見されている。これは、グルコース酸化酵素から生産されるＨ2Ｏ2

を測定する、グルコース濃度アッセイを妨害する可能性がある。
本発明にかかる過程の好ましい実施態様は、オレイン酸の生物酸化による９－オクタデセ
ン酸の調製である。いずれのグレードのオレイン酸も基質として使用し得るが、典型的な
テクニカルグレードのオレイン酸は、以下のカルボン酸から成る：０．４２％　Ｃ12；２
．７％　Ｃ14；０．８６％　Ｃ14:1；６．３％　Ｃ16；４．６％　Ｃ16:1；０．９３％　
Ｃ17；２．８　Ｃ18；７１．８％　Ｃ18:1；８．３％　Ｃ18:2；０．５８％　Ｃ18:30　
オレイン酸はまた、例えば、その全内容を参考文献として本明細書に編入している、米国
特許第４，６２７，１９２号に記載のヘリアンサス　アンニュース（Ｈｅｌｉａｎｔｈｕ
ｓ　ａｎｎｕｕｓ）（ヒマワリ種油）の脂肪油から得られる高オレイン酸グレードであっ
てもよい。油種の他の高オレイン酸種もまた本過程において使用できる。そのような油は
、オレイン酸の含有量が高く、重量比で少なくとも７０～８０％のオレイン酸を含む。
【００４６】
本発明は、以下の実施例からいっそうよく理解されるが、全ての実施例は例示のみを目的
としており、いずれの方式においても本発明の範囲を限定することは意図していない。す
べての実施例において、成分濃度は無水形で示される。濃度が水和による水を含むように
適切に調整されるならば、表示成分の市販水和物を使用してもよい。
【００４７】
【実施例】
［実施例１］
本発明による発酵培地が調製され、その成分を以下の表１及び２に掲示する。
【００４８】
【表１】
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表１の培地成分を、沈殿反応を避ける適切な方法で加熱滅菌し、次に冷却してから滅菌発
酵槽容器中で混ぜ合わせた。完成した接種前の培地は、僅かにワラ色で完全に透明であり
、強い臭気はなかった。消泡剤を添加すると、僅かに濁度を生じた。カンジダ　トロピカ
リス　Ｈ５３４３　ＡＬＫ　２－１　を、滅菌条件下で表１に掲示する培地を使用して、
１２Ｌの初期液体容量を入れた撹拌通気発酵槽内で増殖させた。滅菌培養基に、カンジダ
　トロピカリス　Ｈ５３４３　ＡＬＫ　２－１の５％接種物を接種して、３５℃、ｐＨ５
．８で、溶解酸素を２０％以上に維持するに十分な通気速度で撹拌を加えながら約１０時
間増殖させた。培養物が対数増殖を停止し、溶解酸素が上昇し始めたときに、発酵補助剤
である１．２５％　Ｅｍｅｒｓｏｌ（登録商標）２６７（オレイン酸のテクニカルグレー
ド）と１．２５％　Ｅｍｅｒｙ（登録商標）２２０３（メチル５獣脂塩のテクニカルグレ
ード）と混合したＥｘｘｏｎ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ　Ｆｌｕｉｄ　１３７（約９
４．９％　トリデカンを含む炭化水素、平衡剤は主としてドデカン）を、０．７ｇ／Ｌ／
ｈｒの速度で連続フィード流加を始めることにより転換期を開始した。同時に、発酵槽内
の温度を３５℃から３０℃に低下し、通気速度を０．４ｖｖｍに低下して、さらに容器に
０．４バールの背圧を加えた。ｐＨは、６Ｎ　ＫＯＨを使用して、増殖中及び転換期は５
．８～５．９に維持した。バイオマス濃度が約１０ｇ／Ｌに達したときに、発酵槽への連
続グルコースフィードの流加を、１．５８ｇ／Ｌ／ｈｒグルコースの速度で開始した。転
換中のグルコース供給速度は、顕微鏡的観察及び酵母細胞内の貯蔵液胞蓄積の評価に基づ
いて、一日ごとに０～１５％の間で減少した。７ｍｌのＰＰＧ（ポリプロピレングリコー
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ル）消泡剤を転換中に発酵槽に加えて、穏やかな発泡を調節した。５０時間の転換期後、
発酵槽中の総ブロスは、４１．５ｇ／ｋｇの１，１３－トリデカン二酸を含んだ。
【００４９】
［実施例２］
【００５０】
【表２】

表２の培地成分を、沈殿反応を避ける適切な方法で滅菌し、次に滅菌発酵槽容器中で混ぜ
合わせた。完成した接種前の培地は、僅かにワラ色で完全に透明であり、強い臭気はなか
った。カンジダ　トロピカリス　Ｈ５３４３　ＨＤＣ　２３－３を、滅菌条件下で表２に
掲示する培地を使用して、１２Ｌの初期液体容量を入れた撹拌通気発酵槽内で増殖させた
。滅菌培養基に、カンジダ　トロピカリス　Ｈ５３４３　ＨＤＣ　２３－３の３％接種物
を接種して、３５℃で、溶解酸素を２０％以上に維持するに十分な通気速度で撹拌を加え
ながら約１２時間増殖させた。ｐＨは、増殖期中は、培地中の無機窒素源でもある６Ｎ　
ＮＨ4ＯＨを加えることにより、５．８～５．９に調整して維持した。培養物が対数増殖
を停止し、溶解酸素が上昇し始めると、誘導剤を添加し、また同時に高オレインヒマワリ
脂肪酸（８４．８％オレイン酸、５．２％リノール酸、４．７％ステアリン酸、３．９％
パルミチン酸を含み、少量のエイコサン酸（２０：０）、エイコサエン酸（ｅｉｃｏｓａ
ｅｎｏｉｃ　ａｃｉｄ）（２０：０）、ペンタデカン酸、ラウリン酸、及びミリスチン酸
から成る平衡剤を含む）を、２．０ｇ／Ｌ／ｈｒの速度で、連続フィード流加を始めるこ
とにより転換期を開始した。同時に、発酵槽内の温度を３５℃から３０℃に低下し、通気
速度を０．４ｖｖｍに低下して、さらにｐＨ調節剤をＮＨ4ＯＨからＮａＯＨに切り換え
た。ｐＨは、６Ｎ　ＮａＯＨを使用して、転換期は５．８～５．９に維持した。バイオマ
ス濃度が約１０ｇ／Ｌに達したときに、発酵槽への連続グルコースフィード流加を、１．
２２ｇ／Ｌ／ｈｒグルコースの速度で開始した。転換中のグルコース供給速度は、顕微鏡
的観察及び酵母細胞内の貯蔵液胞蓄積の評価に基づいて、一日ごとに０～４５％の間で減
少した。転換期中にはさらなる消泡剤は使用しなかった。５０時間の転換期後、発酵槽中
の総ブロスは、７１ｇ／ｋｇの総ジカルボン酸を含んだ。
【００５１】
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［実施例３］
【００５２】
【表３】

表３の培地成分を、沈殿反応を避ける適切な方法で滅菌し、次に滅菌発酵槽容器中で混ぜ
合わせた。培地は、僅かに着色しほとんど臭気がなく完全に透明であった。消泡剤を添加
すると、僅かに濁度を生じた。培地のｐＨは、６Ｎ水酸化アンモニウム溶液を使用して、
まずｐＨ５．８に調整した。カンジダ　トロピカリス　Ｈ５３４３（ＡＴＣＣ　２０９６
２）を、同様な組成を有する培地で調製した４％接種物を使用して、本培地で、撹拌通気
発酵槽内で増殖させた。短い遅滞期後に対数増殖が開始した。培養物が約５ｇ／Ｌのバイ
オマス乾燥重量を含むことが、光学密度測定によって判定されたら、初期培地容量に基づ
いて、１．２５ｇ／Ｌ／ｈｒの速度でグルコース供給を開始した。対数増殖は約９時間持
続し、グルコースが増殖限定に達し、この期間を通して対数増殖速度はほんの僅か低下し
たのみであった。
【００５３】
迅速増殖のこの時期の終了時に、ｐＨ調節試薬を６Ｎ水酸化カリウム溶液に切り換え、さ
らに次の１１０時間はグルコース供給を一定にした。この期間中、対数増殖期を通して濃
度が一定であったアンモニウムが培地から涸渇して、リン酸濃度が低レベルに降下した。
バイオマスは、これらの主要栄養素の消費にも関わらず、一定の直線比で培地中に蓄積し
続けた。生存細胞数もまた、アンモニアが培地から涸渇するまで直線的に増加し、その後
は一定に留まった。最終的に、発酵は７１．５ｇ／Ｌのバイオマス乾燥重量を生産した。
【００５４】
［比較実施例１］
【表４】
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比較実施例１の培地成分を、沈殿反応を避ける適切な方法で滅菌し、次に滅菌発酵槽容器
中で混ぜ合わせた。完成した接種前の培地は、極めて暗色で、コーンスティープリカー独
特の強い臭気を伴っていた。カンジダ　トロピカリス　Ｈ５３４３（ＡＴＣＣ　２０９６
２）を、滅菌条件下で表３に掲示する培地を使用して、１０Ｌの初期液体容量を入れた撹
拌通気発酵槽内で増殖させた。滅菌培養基に、カンジダ　トロピカリス　Ｈ５３４３（Ａ
ＴＣＣ　２０９６２）の６％接種物を接種して、３５℃で、溶解酸素を２０％以上に維持
するに十分な通気速度で撹拌を加えながら約９．５時間増殖させた。培養物中の発泡を制
御するために、５ｍｌのＳＡＧ　４７１　消泡剤を増殖中の発酵槽に加えた。ｐＨは、６
Ｎ　ＮＨ4ＯＨを使用して、増殖期中は５．８～５．９に維持した。培養物が対数増殖を
停止し、溶解酸素が上昇し始めたときに、Ｅｍｅｒｓｏｌ（登録商標）２６７（７１．８
％オレイン酸、８．３％リノール酸、６．３％パルミチン酸、４．６％パルミトレイン酸
、２．８％ステアリン酸、２．７％ミリスチン酸、０．９３％Ｃ１７：０酸、０．８６％
ミリストレイン酸、０．５８％リノレン酸、及び０．４２％ラウリン酸を含む市販グレー
ドのオレイン酸）を２．０ｇ／Ｌ／ｈｒの速度で連続フィード流加を始めることにより、
転換期を開始した。同時に、発酵槽内の温度を３５℃から３０℃に低下させ、通気速度を
１．２ｖｖｍに低下して、さらにｐＨ調整剤をＮＨ4ＯＨからＫＯＨに切り換えた。ｐＨ
は、６Ｎ　ＫＯＨを使用して、転換期中は５．８～５．９に維持した。対数増殖が終了し
、直ちに転換期開始に進行する時点で、１．８ｇ／Ｌ／ｈｒグルコースの速度で発酵槽へ
の連続グルコースフィード流加を開始した。転換期を通して、発酵水槽へのこの同一グル
コース供給速度を維持した。極めて重度な発泡を制御するために、１７ｍｌのＳＡＧ　４
７１消泡剤を、転換期の始めの３時間の間、発酵槽に加えた。５０時間の転換期後、発酵
槽中の総ブロスは、６４ｇ／ｋｇの総ジカルボン酸を含んだ。
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