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1　諸　　　言

今日，めざまい・発展を遂げつつある・ミイオテクハ・ジーの一吻野に酵素汚U用の研究

がある。酵素鳳温和な条件下で，基質，反応，立体，位澱といった数々の魚で特異性の

高い反応を行なえる魅力あお生体角虫媒である。しかし，酵素は一般に安定ではなく，一一一・

度使用すれば変性し易く，除去しなければならない場合が多い。また，酵素自体カミ高価

な揚食では，使用限度がある。そこで酵素のもつ坐体触媒作用を安定に，しかも連続的

に使用するという団的で，記録材料，蓑示材料，医薬陥，霜料，肥料，農薬，防錆剤，

生医学材料等に広く利用されているマイクpaカプセル1）を用いて，有用酵索を食む微坐

物の悶定化2，3）を考えた。

　本研究では，有用微坐物としてパン酵母をとり上げ，パン酵母勉含マイクPカプセル

を合成し，塞質にアセト酢酸エチルを用いて，その不斉選元反応の触媒作用を検討した。

ll　実　　　験

　1　パン酵母包含マイクロカプセルの合成

　パソ酵母包含マイクロカプセルは，界面沈殿法1・4）と液中硬化Xk！，S）の二通りの方法に

より合成した。

　1－1　界面沈殿法によるパン酵母包念マイクPtカプセルの合成
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（1＞試薬　ポリスチレン，エチルセルロース，ゼラチンは，市販品をそのまま用いた。

ジクロロメタンは市販特級品を用いた。パソ酵母はオリエソタル酵母社製のドライイー
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ストを使用した。

　（2）合成方法

　ポリマー（ポリスチレン，エチルセルpa一ス）2、0慕な18，0募のジク1・l　vaメ声ンに淋

解し，1・09のドライイーストを含む3，0mlの培鑓液（麦1芽轟キス2，0％，ブドウ糖臨、　O

％，ペプトン0．1％）を加え，マグネチックスターラー劃捌’トして1次乳化させ，W／（）

エマルジョソとした。この瓢マルジョンを1％ゼラチン水溶液中に・加克，ゲ’ミス：μ　ジ

ー（羽根径30nnn，6枚羽根）で382rpmで2次乳化させ，　W／0／W　：；：”9’ルシ煽ンと

し，これを35°C，2．0時聞撹拝してパソ酵働勉含マイクT2カヅ・ヒル窟合成14鞍、カヅ囎

ルは滅繭水で数回洗浄して使用した。なお，使用した水溶液等は，すべてオー一トクレV’一

ブ（120°C，15分間）で滅繭した。

　1－2液中硬化法によゐパン酵母包禽マイクロヵヅ・1：ルの合成

；1磯柔簾・酸‘劣CaC12水塗獲一→蟹麟瀦鋼貌ル

　（1）試薬

　アルギン酸ナトリゥムは市販・1孔を，塩化ヵルシウムは劇阪・縄櫨黛の総刑いた、，

パン酵燈はオリorl：・ソタル酵母社製のドライイーストを使用し元。

　（2）　　禽成ブこア法

　アルギソ酸ナトリウム2・09を90mlの減1謝水に溶解し，①ドライイースト1慕を奮む

10mlの培養液，あるいは，②ドライイ・一・zト59を禽む10mla）培i醗液勧i晩，けん濁

させた・これを5％塩化カルシウム水溶液中に滴下することにhり，パソ醐鞄含アル

ギソ酸カルシウムマイク効プセルを合成した。この一一・イク効プセルから余雛1のj靴

カルシウみを除くため，滅菌水で数圓洗浄した。なお，以後’？イクロカヅセル巾ヴ）パン

酵母含有鐙は，アルギソ酸ナトリウム2．09に対して，①1，　09のドライイーストな奮む

ものを33wt％とし，②5．09のドライイーストを含むものを71wt％と略舐する。

　2　パン酵母包含マイクロカプセルからのパン酵母の増殖観察

　2－・i増殖培地上でのパン酵母包含マイクロカヅセルからの増殖観察

　（1）パン酵母増殖培地

麦芽エキス2・0％・ブドウ糖2・・O％，ペプトン0・1％，寒天1．8％よ賊る培地な，5ml

ずつ，耐熱キャップq付ねじ口試験管に入れ，オー1・クレーブ中で，120⑰C，15分間減繭

し，これを斜面培地とした。

　（2）パソ酵母増殖の観察

　1－1で合成した界面沈殿法によるパソ酵母包含ポリスチレンマイクpaカプセル，および

エチルセルロースマイクロカプセルを斜颪培地に移植して，30‘）Cで48時閻培養し，そ

れぞれのマイクPカプセルからのパン酵母の増殖の様子を観察した。

　2－2　パン酵母包含マイクPtカプセル中のパン酵母の酸素消賛測定

　ワールブルグ検圧計を用いてパン酵母による酸素の消費壷を測定した。ワールブルグ

検圧計専用容器にパン酵母包含アルギソ酸カルシウムマイクロカプセルを10個（あらか
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Fig. 1 (a) : Polystyrene microcapsules containing dry 〉,east (33wt%)
      (b) : Ethyl cellulose microcapsules containing dry .veast (33wt%)

Fig. 2 Cultured dry yeast by trans- Fig. 3 Cultured dr.v J,east by trans-
    fering polystyrenemicrocapsules fering ethyl cellulose microca-
    containing di:y yeast to medium. psules containing dr.y ),east to
                                      medium.
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（a）

（b）

　　　　　　　1　　　毘1
　　　　　10　　　　8　　／　　6
Fig．4Ph・t・g・aphs・f　cal・i・m・lgi・・te　mi…cap・・1es　c・nt・i・i・g晦

　　，・east（a）：Owt％，（b）：33wt％，（c）：71wt％．
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じめ，質量を測定したもの）入れ，滅薗水を2．　5ml加え，　IN　KOHを浸した口紙の

小片を容器巾央の隙｝1義内に入れ，ワー一ルブルグ検圧計で，30°Cの慎湿槽中で12時間，測

楚した。ヅラソクとして，パン酵母を含まないアルギン酸カルシウムマイクPtカプセル

を用いた。なお，パソ酵鳳包奮有量，33wt％および71wt％の2種類について，酸素

消費を測定した。

　2－3　パン酵母包奮マイハ・カプセルを用いる不斉還元反応

　パソ酵邸他含アルギン酸カルシウムマイクロカプセルを用いて，アセト酢酸エチルの

不斉還元反応6）による（s）－3一ヒドrコキシブタン酸エチルの合成をおこなった。300mlの

セパラヅルフラスロに滅菌水50nil，サッカpu　・一ス69を入れ30°Cに加温した。体積容

昂：で45cmR・のパソ酵母勉奮紫μ’Ptカプセルを加え，30°Cでケミスター一ラー（羽根径

30mm，6板羽根）を使い，38£rpmで10分閻バブリソグしながら撹搾した。その後，

アセト酢酸晶チル1，09（O．98ml）を投入し，所定時間，30°Cで1錯搾バブリングを続け

た。所定時間の反応後，パン酵僻包含マイクPカプセルを口別除去した。口液を塩化ナ

トリウムで飽和し，100mJの＝：・一一テルで抽1：Mした。エーテル層を硫酸マグネシウムで乾

燥し，P一タリー皿バボレータ・一を用いて減厩濃縮した。残演をGLC分析（5％PEG・

HT，カラム温度100°C　，）二り5°C／mir昇温，　N2圧1．　Okg／clnt）し，原料のアセト酢酸

エチルと3一ヒドロキシブタン酸エチルの面穣強度比から還元率を求めた。またGLC分

析より遣元率100％だった残留残渣をワロー一ゲルC－200を充填したカラムクロマトによ

り精製した。n一ヘキサソ：エーテル（10：1）の混合液で原料を流去し，エーテルを流

して純粋な（S）一．a　一一ヒド質キシブタン酸エチルを得た。得られた（S）－3一ヒドPヤシブタ

ン酸瓢チルをクロμホルムに溶解して，比旋光度を測定した。

皿　　系吉　果、と　考　察

1　合成したパン酵母包含マイクロカプセルの形状と酵母の増殖

　界面沈殿法により合成したポリスチレソ，およびエチルセルロースのパソ酵燈包含マ

イクμカヅセルの形状をFig，1に示した。これらのマイクロカプセルに包含されたパ

ン酵母が死滅していないことを確認するため，マイクロカプセルを斜面培地に移殖し，

30°Cで48時間培養した結果をFig．　2　Fig．3に示した。いずれのパン酵母包含マイク

ロカプセルからも酵母の増殖がみられた。

　また，液中硬化法により合成したパソ酵母包含アルギソ酸カルシウムマイクpヵプセ

ルの形状をFig．4に示した。（a）はパソ酵母を含まないアルギソ酸カルシウムマイクPt

カプセル，（b）は，33wt％のパン酵母を包含したアルギン酸カルシウムマイクロカプセ

ル，そして（c）は71wt％のパン酵母を包含したアルギン酸カルシウムマイクpaカプセ

ルである。これらのマイクロカプセルにおいて，パン酵母の包含貴の増力口により黄褐色

が増すことがはっきりわかる。

　Tab，1に界面沈殿法，液中硬化法により合成した各パン酵母包含マイクロカプセル

の直径と斜面培地に移殖した時の増殖の様子を示した。パン酵母の増殖は，界画沈殿法，
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　　Tab．1　Prepamtiou　of　niicrc／　capsuleg．　co1、tahlin鍔‘〃ツyeas’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　1）iEtMtltC“1’　（♪f　　　　　　　　I，1r｛［1iferatiOl｝b．）

Polymer　　　　　　Methoda）　　　　micz’oct題psulO　　　I）otencl

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（μ蒲）

Polystyrene　A　o「「O　・一　“「OO十
Ethyl　cellulose　　　　　　　　A　　　　　　　　　　50－1000　　　　　　　　牽

Calcium　alginate　　　　　　　　　　　　B　　　　　　　　　　　　　　　tSO⑪O－4rl（，0　　　　　　　　　　　　　　　印十一

a）　　A　：Interfacial　pr‘きcipitatiQn，　　B　：rlardenil1麟　in　sc，lutiqn

b）　十：nioclerately
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Fig・　5　Qiyg・n・。1・sumpti。・with吻卿・’i・・1・・cl・・1・i・’　calcium　algin、t，

　　　買11crocapsulOS．

　　　（口）・Micr・・ap・ules（19）・・nt・i・i・窪吻蜘・’with　71wt％

　　　（△）IMi・・4・cap・・1・・（19）・Q・t・i・i・g勿脚・’with　33wt％

液中硬化法のいずれの方法で餓したマイク吻プセルから構灘批。猟浄、痴，

籾スチレソ・エチルセ・V・P一ス・ア・レギン酸加シウム略劉ク効プ如・は，パ

ン酵母の包含に適していると思われる。

　2　パン酵母包含マイクロカプセルの酸素消費

パン酉栂鮪アルギン酸カルシウムマイク効プセル（33wt％，71wt％）のカプセ，レ

19当りの麟の醐をFig・5に示した・これ1ま，・一ルカげ慨計輔いて12時
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間，連続測楚したものであ為が，アルギン酸カルシウムマイクロカプセルに包禽させた

パソ酵彫の割合（5：1）に対して，ほぼ同じ割合で酸素消豆聖があることがわかる。す

t‘itわち，液中硬化法でマイクロカプセルを奮成する時，初めのパソ酵母の仕込比がその

まま，‘1城するパソ酵母包禽㌘イクμカプセルの性質に反映されることを意味し，仕込

最をi変え為ことにより，種々の触媒活性な有す為マイクロカプセルが調整できることが

わかる。

　これと同様版実験を界磁i沈殿法に．より調整したパソ酵・母包禽ポリスチレンマイクロカ

ヅセルおよびユチルセルpa　一　7・　“Vイクロカプセルで行なったが，得られたデータにほ藩

しいバラツキがみられ，再税性が撫かった。これは，これらのWイクμカプセルに包食

されたパン酵偲は礁恕て¢itい為ものの（Fig，2，　Fi塞，3），その酸素消費という点では，そ

の活性に．差異があることを示している。このように，パソ酵母包含には，アルギソ酸カ

ルシウム蓬f用いる液巾硬化法が最も適していると思われる。

　3パソ酵ll炮含マイクpaカブセノレな用いる不斎還元反応

　パン醐：ll：也含アルギソ酸カルシウム㌣イク1：カプセルの不斎避元触媒としての機能な

検討するため，下式のアセト酢酸皿チルから（S）－3一ヒドロキシブタン酸エチルへの不

斉還元反応な行なった。その結果をTab．2に示した。比旋光度（71wt駕パソ酵母包曾

マイクロカプセル，12時間反応）は，下式により求めた。クロロホルム中で測定したこ

の比旋光度は33，9°となり，文献値6）と比較すると，80％以上の高光学純度を示すこと

　O　　　O　　　　　　　　　　　　　　トlOH　◎

／＼／＼　　　　　　　　／＼／＼
GH・　CH・OEt　　　　　　OH・GH、　OEt
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［S］

Tab，2　Asymmetry　reductien　Qf　ethyl　acetoacetate　by　calcium　alginate

　　　microcapsu！es　c◎ntaining　dryツeast

C◎ncentration　of　　　　Reaction　tlme　　　Conversion　　　〔αコD／CHC13

d，y・rv・a・t（wt％）　　　（h＞　　　（％）　　　（°）

71a）　　　　　　　　　　　　　　　　3，0　　　　　　　　　　　19．4　　　　　　　　　　　－

　　　　　　　　　　6昌0　　　　　　　　　　　　71．5　　　　　　　　　　　　－

　　　　　　　　　　12．0　　　　　　　　100．〇　　　　　　　十33．9

33b）　　　　　　　　　　　　　　　　　3．0　　　　　　　　　　　　13・7　　　　　　　　　　　　－

　　　　　　　　　　6．0　　　　　　　　　　　　32，2　　　　　　　　　　　　－

　　　　　　　　　　12．0　　　　　　　　　　　　52．6　　　　　　　　　　　　－・

a）preparation　by　sQdium　alginate（1g）containing　dry　yeast（2．5g）

b）P・eparati。曲y・Qd主・m・1窪i・・t・（19）…t・i・i・g　4卿…’（0・59＞
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r・・コー警灘鑑

［・］・／・HCI・一鑑蒲騨一一・3，・・

父
違

．§50
Ln

震

8

　　　　　　0　　　　3　　　　6　　　　臼　　　　12

　　　　　　　　　　　　　Time（h。ur）

F三g．β　Relationship　between　convertion　a：ld　reacti◎n亡ime

　　　・）繭「緬朧器鑑鐸轟鴇編蔽ざ・×1・・

　　（口）・Micr。c・psules（19）…t・i・in瑠吻脚，’with　7M％

　　（O）：Micr・caps・1・s（19）c・・tai・1・麟朔，ツ鯉with　33wt％

がわかった。また，反応率と反応時間との関係をFig．6に示した。このようにパソ酵

母の包含量の多いもの程，不斉還元の触媒活性が高いことが認められた。

IV　結　　　論

パソ酵母飽含したマイク効プセルを界面沈殿法（ポリスチレン，エチルセル。．．．

ス），液中硬化法（アルギソ酸カルシウム）の2方法により，3種類を脅戒し，そのパ

ン酵母による不斉還元触媒灘を検討した．3種類の暫ク効プセル中に包含さ糠

パン酵母は，培地上に移殖すると新しくパン酵母が増殖することより，生存しているこ

とが示された・また・9・一一ブルグ灘計により嚇澱勲測定しkt・ろ腋、鞭化

灘よ欄整したパ癖母胎アルギン酸カルシウムマイク効プセルは，マイ夘力
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ヅ・ヒル調整時のパソ酉挙樽の仕込み搬を反映し距酸素消蟹を示し，界而沈殿法で合成した

他の一・Ktイクロカプセルと比べ，極めて良好なパソ鰐愚包含マイクロカプセルであること

が示塔れた⑪

　また，パソ酵鳳勉含アルギソ酸カルシウム“？イクロカヅセルを触媒とするアセト酢酸

エチルの不斉還元反応では，高い不斉避元収率を示し，勝れた触媒であることが示され

た。パン酵慨なそのまま不斉燃元1ごJBいる従来法6》と比較して，本報告のようにパン酵

4簸｛滋含マイクPtカプセルを州いゐ矛u点ウ歌，

①反応後のノi櫨1物とパン酵1詠との分離の容易さ

⑨　カラムにつめて連続反応が31∫磁

③　運続使川に伴うパソ1賢劉羅の使月1搬の節系のである。パソ酵母白体を不斉還元の触1媒に

用いゐ賜合，薦体の分離除去が難しく，多量のパン酵母を必要とするのに対し，パン酵

億なマイクr・カヅーL｛ルに他奮した揚合，繭体の使用鐡が少なくてすみ，反応後の分離が

審易で，遡続使用も可龍であ7」。

　このように微組物な也奮t．た畔イクpaカプセルは，微生物のもつ高選択・縄牲異的反

応，高収率，無公轡鰹の特畏を熱かせるとともに，微礁物のもつ取り扱いにくさ，高価

さ等の欠点を補う触媒であり，今後の応用が期待される。
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   Three niicrocapsules containing dry baker's yet/ist weree prep'uzrE.t.(/l t)y },)c;th

interfacial precipit'ation (polystyrene and ethyl cellulose} ancl hcarde.nixxsc i:}

solut,ion metho(i (calcium alginate), and the catalytic asymin(etry redti〈?tiori

of ethyl acetoacetate were studied by using these micrc)〈tu')$ules, lt was
shown that baker's yeast lived in microcapsuies by the ntuitiplicffttiotrt cnx

culture medim. The ineasurement of oxygen consurnpti〈:}n by WAKBVI〈〈,)
apparatus indieated that the activity of baker's yeast in caaeiurn t･{lglnaite

microcapsu!e was prQportional to the weight ratio of bml〈er's yeask to poly-

mer and the microcapsule$ obtained by harctening in solutic)n were bettev

than those obtained by interfacial precipitation inethed.

   The,asyminetry reduction of ethyl acetoacetate eatalysed by the caicium

alginate microcapsule containing dry baker's yeast gave the high atsyi,nm-

etry recluct!on cQnversion, whereas the microcapsule$ preparecl by interfa-

cial precipitation method gave the insuthclent results with x'e$pect to the

asyininetry reduction. The advantages of microcapsules containing balcer'$

yeast as compared to untreated one were suinmarizecl below.

1) The faci!ity of separation of reduc'tion product from baker's yeast

2) The possibility of continuous reduction by. using packed column

3) The saving of baker's yeast by continueus employment

   Furthermore it was. indicated that the capsulatians of microorganism

into polymer maintained their merits e. g. high selectivity, high specificity,

high yield and non-pollution and made up for their demerits e.g. high

price and troubleness in handling.


