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エ タ ノ ー ル
， 酢酸および ア セ トア ル デ ヒ ドを

炭素源 とす る Candida　utilis の 培養特性

浦 上 貞 治

三 菱 瓦 斯化学  新潟研究所

Cultivation　of　Candida 　 utilis 　using 　ethanol ，　 acetic 　acid　or　acetaldehyde 　as　carbon

　　　source ．　 URAKAMl，　 T ，　（ム「iigata　 Research 　 Laboratory，　 Mitsubishi　 G¢ ∫　Chemical
　　　Compan 丿，

　 Inc．
， 5レ

Enolei−‘加 ，」＞iigata　950）Hakkokogaku 　59 ： 501−511，1981．

　　　An 　ethano1
−，　acetic 　acid

−
，　 and 　acetaldehyde

−
utilizing 　yeast ，　 MG ．．1，　 was 　isolated

and 　identified　as 　Candida　utilis 　on 　the　bas玉s 　of 　its　biological　characteristics 　εmd

coenzyme 　Q　 system ．

　　　Batch 　cultures 　 of　 C ，癬 ’is　 MG −1　 were 　 carried 　out 　 with 　 etha ロ 01，　 acetic 　 acid ，　 or

aceta 呈dehyde　as 　 a　 carbon 　 source ．　 Optimum 　 concentrations 　 of 　 substrates 　 were 　 below

O．3wt ％ for　 ethano1 ，　 below 　 O ．05 　 wt ％ for　 acetic 　 acid ，　 and 　 below 　 O．03　 wt ％　for

acetaldehyde ．　Optimum 　temperature 　 was 　36−38℃，　 and 　 optimum 　 pH 　 was 　 3，5−4，5　 for

growth 　 with 　these　 substrates ．

　　　Continuous 　 cultures 　of　C ．　 u 〃 is　MG −1　 were 　 carried 　 out 　 with 　ethanol ，　acetic 　acid
，

or 　acetaldehyde 　as 　 a　 carbon 　 source ．　 Cell　yield 　increased　 slightly 　 with 　dilution　rate 　up

to　the　practical 　dilution　 rate 　（0 ρ，　 hr
−

！

），　 and 　the　cQntents 　of 　crude 　protein　and 　nucleic

acids 　 also 　 increased，　 while 　the　 content 　 of 　amino 　acids 　remained 　 constant ．　 The 　contents

of 　 crude 　protein 　 and 　 nucleic 　acids 　 decreased　in　paraHel 　 with 　the 　increase　of　tempera ・

ture 　 but　 the 　 content 　 of　 amino 　 acids 　 was 　 co 且stant 　 at　 28−38℃ ，　 At　 a 　 constant 　 feed
concentration 　 of　5−60　grams 　 of 　 ethanol 　per　liter

，
　 the 　D

ρ was 　 approximately 　O．50　hr−L，
the 　 cell　yield　 was 　 apploximately 　80　 wt ％，　 and 　the　 content 　 of　 crude 　 protein　 was 　 ap −

proximately 　58．wt ％．　 At　a 　constant 　feed　 concentratio ロ of 　 10−60　grams 　 of 　 acetic 　 acid

per　 Iiter，　the　cell　 yield　 was 　approxi 皿 ately 　 40　 wt ％，　and 　the　 content 　 of 　crude 　protein
was 　 approximate 延y 　59　 wt ％．　 The 　 D ♪ decreased　in　parallel 　 with 　 the 　 increase　 of　 feed

cencentration 　 of 　 acetic 　 acid ，　 from 　 approximately 　 O．43　hr
−l

　 at　 1．Owt ％ of　 acetic 　 acid

to　approximately 　O．30　hr
．ゴl

　 at　 6．Owt ％．　At　 the　 consta 旦 t　 feed　 concentration 　 of　 10

grams 　per 　liter　of 　acetaldehyde ，　the 　P ρ was 　 approximately 　O．18　hr −1，　the 　ceII　yield　was
approximately 　55 　wt ％，　 and 　 the 　 content 　 of　 crude 　protein　 was 　approximately 　55　wt ％，

　　　　The 　concentration 　of　 cells　and 　the　productiv童ty　 of 　cells 　increased　in　parallel 　with

the 　 dilution　 rate 　 and 　 the 　 feed　 concentration 　 of　 the　 carboll 　 source ，　 At　 the　 feed　 con −

centration 　of　6．　O　wt ％ of 　ethano1 ，　the　concentration 　of 　 cells 　 was 　 approximately 　 4．8
wt ％ ，　and 　the　maximum 　productivity 　of 　cells 　was 　 approximately 　24　g／」・hr．　 At　the
constant 　 feed　 concentration 　 of 　6，0wt ％ of 　 acetic 　 acid ，　 the 　 concentration 　 of 　 cells

was 　2．4wt ％，　 and 　the　 maximum 　productivity 　 of　 cells 　 was 　 approximately 　7　gμ・hr．

　　　　Of　 the　 three　 substrates ，　 ethanol 　 was 　 the　 best　 for （フ．纏 ’is　 MG −1　 with 　 respect

tG　growth　 rate ，　 cell 　 yield，　 oxygen 　 requirement ，　 and 　heat　 of 　fermentatiQn ．

　微生 物
．
菌体生 産の 炭素源 と して，生 産 量，純粋 性 お

よ び水溶性な どの 点か ら，メ タ ノール ，エ タ ノ ール ，

酢酸 およ び ア セ トア ル デ ヒ ドが好 ま しい と思われ る・

これ らの 物質の う ち ，
エ タ ノ

ー
ル ，酢酸 お よ び ア セ ト

ア ル デ ヒ ド は，従来，糖類を 原料 とす る発酵 ， あ る い

は石 油 化 学 に よ りエ チ レ ン か ら生 産 され て い たが ，近

年，メ タ ノ ール か らの 生 産 あ る い は 生 産 の 検討が な さ

れ て い る．1・t）

　　エ タ ノ ール を酵 母 生 産 の 基 質 と し て 用 い た 報告 は

1951年の 武 富 ら
s♪

が 最初 と思 わ れ る．その 後，十数年
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の 問報告 は み られ な か っ た が，1967年 Hernandez と

Jehnson　“ お よ び Jehnson，5，

ま た 1968年・Harada と

Hirabayashi 、　fi｝ 大 亦 ら
Tls ）

お よ び Mor と Fiechters♪

の 報告以来，多 くの 研究者に よ り報告され て い る ・…

方，酢酸を酵母生 産 の 基質 と して 用 い た報告 は，1961年

の 小 二i，｛lo ｝

の 報告が最初と思わ れ る．そ の 後，　 Sandor

ら，

Iu
　 Macher

，
　
iS・ls｝ Johnson， 5・14，田渕 と阿部

15｝
およ

び 緒方ら
t6）

に よ り多 くの 酢酸資化性酵母が報告 され ，

そ れ 以来，多 くの 研究が み られ る．一
方 ，

C2物質 とし

て エ タ ノ
…

ル ，酢酸の 他 に ア セ トア ル デ ヒ ドがあ るが，

い まま で に 酵母 に よ り資化 きれ た とい う報告 は み られ

な い よ うで あ る．

　 エ タ ノ
ール ，酢酸資化性酵母 と して ，数多 くの 菌株

が報告 きれ て い る
17・量8〕が ， 培養 に つ い て検討 きれ た 菌

株 は意外 と少な く，Candida　 utilis ，4・
「“・14・19r19 ） Han −

sen ”la　miSO ，　e）　Saeeharomyces 　cerevisiae ，　e・se ，Sl ｝

Candida 〃 epica 〃3，Stls4 〕 Candida　 methaneli ‘a ，33冫

Tor πloPsis　 methanotovescens ，　SSi　 Candida 　豌 ∫27 ・

media
，
　
e4｝

　Candida 　liPa1アtica
，

el）
　Candida 　sp ．ss｝

の 4 属 9 種 の み で あ る，　 こ の う ち， Candida

utilis ，　 Candida 　 methanotica 　お よ び TorttloPsis

methanolovescens は エ タ ノ
ール

tl5 ・21 冖29・ss ） お よ び 酢

ue　l・5・ll・19，MO・SS，
の 両基質 で 検討 さ れ．て い る が ，　 Han −

sen πla　 miso ，　 Saccharomyces　 cerevisiae 、　 Candida

sp ．は エ タ ノ ール で，ま た，　 Candida 　tropicalis
，

Candida 　intermedia，　 Candida 　liPelyticaは 酢酸 で

の み検 討 され て い る．ま た，完全混合槽 で の 連続培養

は エ タ ノ
ール を基質 とす る Candida μ’沼 5，跚 Sac・

charomyces 　 cerevisiaeg ・ao｝ お よ び 酢酸 を 基質 と す

る Candida　 util ゴs　
ii，igl20j が報告 さ れ ，多段培 養槽 で

の 連続塙養は， エ タ ノ ール を 基質 と す る Candida

utilis　21，S2124・r ，2e⊃ が 報告 きれ て い る に す ぎな い ．

　著者 は 1973年以来 ， 日本各地の 土壌 お よ び水な どか

ら多数の エ タ ノ
ー

ル あ るい は 酢酸資化性酵母 を分離 し

た ・そ の 分離菌株か ら，
エ タ ノール ，酢酸 お よ び ア セ

トア ル デ ヒ ドを比較的旺 盛に資化し，か つ 生育温度の

高 い MG −1 株 を選び，その 菌学的性質を調べ た・ き

らに ，MG ・−1 株 を用い て エ タ ノ ール ，酢酸 お よ び ア セ

トア ル デ ヒ ドを そ れ ぞ れ炭素源 とす る回 分 お よ び連続

培養を試 み，培養特性 を検討す る と と も に ，微生 物

菌体生 産用 基質として の こ れ らの 物質 の 比 較 を行 っ

た．

実　験 　方　法

　酵 母 の分離　　各地より採取 した試料よ りエ タ ノー

ル あ る い は 酢酸資化性酵母 を検索す るた め，エ タ ノー

ル 0．5wt ％ あ る い は 酢酸 O．　2　wt ％ を含む 分離用慾地

（pH 　4．5）20　ml を 100　m 且容三 角 フ ラ ス コ に 分注 し ，

こ れ に試料を添 加 し，37℃ で 振 と う培養 に よ る集積培

養 を 2 回 くり返 した．モの 後 ， 平板培養を行 い ， 得 ら

れ た コ 卩 二
厂一一

を斜面培地に 移 し保存 した．な お，基本

培地 と し て （NH4 ）2SO ，，3．　O　g ；KH2PO4 ，1．5g ；Mg −

SO ‘
・7HtO ，0．5gi クェ ン 酸鉄，30mg ；CaCla。2H20 ，

30mg ； MnSO4 。7H20 ，5mg ； CuSO4 。5H20 ，0．5

mg ；純水 1
，
000　ml を用 い た．平板培地およ び斜面培

地 とし て 分離用 培地に 寒天 2 ％を添加 した もの を用 い

た．分離 し た 酵母の う ち MG −1 株 を 以下 の 実 験 に 用

い た．

　酵 母 の 同 定 　　分離 し た 酵 母 の 分 類学 的 同定は

Lodder らの 方 zalT〕 お よび飯塚 らの 「酵母 の分類同定

za1　3，】
を参照 して行 っ た・な お，発酵性 に つ い て は

Durham 法 を 用 い ，硝 酸 塩 の 資化 性 に つ い て は

auxanagraph 法 を 丹」い た．

　Coenzyme 　Q 　　coenzyme 　Q タ イ プ の 決 定 は

Yamada ら
ST）

の 方法 に よ り行 っ た．

　 フ ラス コ によ る回分培養　 回分培養用培 地 10  ml

を含む 1’容三角 フ ラ ス コ で 37℃ で振 とう （220　rpm ）

培養 を行 っ た ・回分培養 の 基本培 地 と して 分 離 用培地

と同じもの を用 い ， この培地 に各炭素源を加 え た，

　ミ ニ ・ジ ャ
ーに よ る回分培養　　回分 培 養用培地

400ml を含む 11 容 ミ ニ 。ジ ャ
ーを用 い て 37℃ で通

気量 0．5vvm ，か くはん 数 800　rpm で 通気か くは ん

培 養 を行 っ た．培養液中の溶存酸素濃度は 4ppm 以上

にな る よ う に した・な お通気に よ り培養液中の エ タ ノ

ール が蒸散 したが，そ れ を 400m1 の 冷水 に 2 回通す

こ とICより回収 した・なお フ ラ ス コ およ び ミ ニ ・ジ ャ

ー
で の 回 分培養 で は，本培養 と同 じ炭素源の 回分培養

用培地 で 前培養 し た 培養液 （定常期，炭素源濃度 は

100pp 皿 以下）を 2 ％接種した．

　連 続培 養　　Table　1 に 示 した 31 の 培 地 を 含 む

10 」容ジ ャ
ーフ ァ

ーメ ン ター
を用 い て pH 　4．0

， 通気

量 1〜 3vv 皿 ，か くは ん 数 1，000〜1，500　rpm の 条件

で連続培 養 を行 っ た．な お，培 養 液 中の 溶 存酸素濃度

は 2ppm 以上 に な るよ うに した．種 々 の 希釈率 で培

養を行 い 、培養液中に 基質が痕跡 （100ppm 以下 ）検
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Table 　1．　Co凱 position　 of 　 med 訌a　for　 co 駐tinuous　 culture ，

Components

　 　Ethanol
O．5　0r 　1，0wt ％　　　Ethanol 　　　 Ethanol

　Acetic　acid　　 2・Owt ％　　3・Owt ％

1・Oo 「 2・Owt ％ Acet｛c　
acid

　Acetic　acid

Acetaldehyde
　 1．Owt ％

C 懿 50H
＊，　CHsCOOH ＊

　 　 or 　 CHaCHO ＊

4，0wt ％ 6．Owt ％

（NH4）2SO4

KH2PO4
MgSO4 ・7H20
FeC6HsO7 ・7HaO

CaCl2・2H20
MnC12 ・4H20
ZnSO 義

・7H20

CuSOd 。5】ヨ［20

Distil玉ed 　 water

　　（pH ）
＊＊

1．091

，590

，590

．e39e

．e395m95mgO

．5mg1

，0009

（4．0）

Ethanol 　　 Ethanol 　　 Ethanol
4．Owt ％ 　 5．Owt ％ 　 6．Owt ％

1．093

．091

．090

．0690

．06910

　m910mg1

．Omg1

，　eoO　9

（4．0）

1．094

．591

．590

．0990

．099

】．5mg15

　mg1

、5mg1

，0009

（4．0）

Le96

，092

．090

，1290

．12920

　mg20

　mg2

．Omg 』

1，0009

（4 ．o）

1．097

．592

．590

．1590

．15925

−mg25

　mg2

．5mg1

，0009

（4．0）

＊

　Etha 臓o玉，　acetic 　acid 　and 　acetaldehyde 　were 　aseptically 　added 　to　the　sterilized 　media ．
＊＊

pH 　was 　adjusted 　with 　lN 正至ql 。r　1N 　NaOH ，

1．099

．093

．090

．1890

．18930mg30mg3

．Omg1

，0009

（4．0）

出 さ れ る 希釈率 を限界の希釈率 （practical　dilution

rate ，　 Dh 　 ht−1）と した．

　 生宵度 の 測定 　　 フ ラ ス コ お よ び ミニ ・ジ ャ
ーに よ

る 回分培養で の 生育度の 測定 は，光電 比芭計の 610nm

に お け る 吸光度を測定して 求 め た．また培養液の一
定

量を 12 ，　OOO　rpm で10分間遠心 分離 し，1囿水洗した

の ち，105℃ で 24 時間乾燥 して 秤量 し， 菌体濃度を求

めた・また ， 菌体濃度および 消費され た基質濃度か ら

菌体収率 を求め た．

　エ タ ノ
ール，酢 酸お よ び ア セ トア ル デ ヒ ドの定量

TCD 型 ガ ス ク ロマ トグラ フ ィ
ーiζ よ り測定 した．

　COD （化学的鍛紊消喪量）の 定量　　培養上澄液中

の有機物 の 量を知 る た めに ， 重ク ロ ム 酸カ リウム によ

る酸素消費量を JISの 方法
8Sj

で 測定 した．この 方法 で

は 直鎖脂肪族化合物，芳香族炭化水素 ， ピ リジ シな ど

の 還式窒素化合物はほ とん ど分解 きれ ず，酸素消費量

に 含まれな い．一
方 ， 亜硝酸塩， 第一鉄塩 ， 硫化物な

どの 還元性無機物の酸化に要す る酸素量 は ， 消費量 と

して 含ま れ る とい う欠点が あ る．

　園体成分 の 分析　　菌体中 の 炭素，酸素 ， 水素含量

は島津敏量定量分析計 UM −3B 型を用 い ， 窒素含量

は 島津徴量窒素分析計 NA 　1 型を用い て求めた．

　租タンパ ク倉量　 菌体中の N 含量に 6．25を乗じた

値を粗タン パ ク禽量と した．

　 ア ミ ノ酸分析お よびア ミノ酸含量　　菌体申の ア ミ

ノ 酸の うち ト リプ トフ 7 ン は ア ル デ ヒ ド法SS）
で 測定 し ，

他の ア ミ ノ 酸は，日立 KLA −5 型 ア ミ ノ 酸自動分 析 計

で 測定 した ．ア ミ ノ 酸含量 は 18種類の ア ミ ノ 酸の 総和

で示した．

　核酸含量　　菌体中 の 核酸 含量 は Schneider法‘o，

で分析し ， 冷酸可溶分と高分子核酸区分を RNA 量 と

して示 し，その 和を核酸含量 とした．

　糧灰 分　　粗灰分 の 分析は，東大 農芸化学科編 厂実

験農芸化学」
41t に よ っ た．

　維持係数 （tuslntenance 　CO ●tficient）　希釈率 と

単位菌体当た りの 基質の消費速度の 関係か ら， 維持係

数岬 を求めた．

　菌体組成 およ び 薗体生 成反応 式　　菌体 の 元素分析

お よ び粗灰分含量か ら菌体縵成 を 求め た・各基質か ら

の 菌体生成反応式 は ， 菌体組成 お よ び 菌体収率か ら

Darlington“ ，お よ び Chen・41｝
の 方法に よ り求め た．

　炭素収率，酸紊婆求量および発酵熱　　各基質か ら

の菌体生成反応式を用 い て 理論的 に炭紊収率 ， 薄基質

酸素要求量 お よ び発酵熱を求tht　’な お，菌体の 燃焼

熱 は，AbbOtt ら
“）

の a▼ailable 　eleCtron の 当量数を

用い る方法で算出しt ．

　試藁 　試薬特級の エ タ ノール （99。5vol％），試薬特

級の 酢 酸 お よ び 関東化学規格特級の ア セ トァ ル デ ヒ ド
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Fig，1．　Continuous　culture 　 of 　C．　 wti’is
　 　 with 　 ethanol 　as 　 carbon 　 source ，

　　（C2HEOH ：0．5wt ％ ，37℃ ，　 pH 　4．0）

MG −・1

　培養温 度 の 影 響 　 供給 エ タ ノ ール 濃度 2wt ％，培

養 pH 　4．O，培養温度 28〜44℃ で連続培養を行い，培

養温度 の 影響 に つ い て 検討 した． 限界 の 希釈率 （Dp，

hr
’1
）は ，培 養 温 度 36 〜 38℃ で 約 0．50h ビ 1

で あ っ た ．

こ の 値は 回 分培養 で の 比増殖速度 とほ ぼ 等 しい 値 で あ

ろ．また ，42℃ で は 0．28hr
−1

と減少 し，44℃ で は生

育 しなか っ た （Fig、2 ）．

　希釈率　O．　41　hr
”i

の培養 に おけ る菌体収率，粗 タ ン

パ ク含 量 ア ミ ノ 酸含量 お よ び 核酸 含 量 を比 較 した．

菌体収率 は，32〜 40℃ で最大 の 値 （約80％ ）が 得られ

た・粗タ ン パ ク含量 は，培養温度の 上昇と と もに減少

す る傾 向 が み られ た．しか し，ア ミ ノ 酸含量 は 28〜38

℃ で ほ ぼ等 し く約47％ で あ っ た．一
方，核酸含量は 培

養温度 の 上 昇 と と もに低下 し，28℃ で 約13％ ， 40℃ で

約 8 ％ で あ っ た．培養温度の 上昇 に よ る粗 タ ン パ ク含

量 の 低下 は ， 核酸含量の 低下icよ る もの と思われ る．

　増殖速度 ， 菌体収率およ び ア ミ ノ 酸含量の 点か ら，

C．utilis 　MG −1 株 の 最適 温 度 は 36〜38℃ と思 わ れ る．

　供給 エ タ ノ
ー

ル 濃度 の 影響　　供給 エ タ ノール 濃度

o．5〜6．owt ％，培養温度 37℃、培養 pH 　4．o で 連続

培養 を行 っ た ．限界 の 希釈率 （Dp，　 hr
一
り は，各供給

エ タ ノ
ー

ル 濃度で ほ ぼ 等 し く， 約 0，50hr ”i
で あ っ た．

ま た，菌体収率 は ， い ずれの 供給 エ タ ノ ール 濃度 で も
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Fig．2，　Effect　of 　cultulal 　temperature 　on 　the

　 　 growth 　of 　C ．嬬 ’is　MG −1，

　　（C2H 巨OH ：2．Owt ％，　 pH 　4．0）

　 　 B ：Dilution　 rate （hr
一
匸）＝＝O．41

ほ ぼ 等 し く，その 最大値 は 約 75〜80％ で あ った．菌体

の 生産性 は 希釈率およ び供給 エ タ ノール 濃度IC比例 し

て 増加 し，供給 エ タ ノール 濃度 6wt ％ の 場合 J 最 高

約 249 ／’・hr の 値が得られた・

　酢酸 を 炭素源 とす る連 続 培養　　供給酢酸濃度 1〜

6wt ％ （Table 　 1 ），培養温 度 37℃ ，培養 pH 　4．0 の

条件で ，種 々 の 希釈率 で 連続培養を行い ， 菌体濃度 ，

限界の 希釈率 （D ♪， hr
−1
），培養上澄液中の 酢酸濃度お

よび COD ，菌体収率 ， 粗 タ ン パ ク含量， ア ミノ 酸含

量 ， 核酸含量 ， 粗灰分含量お よ び 菌体の 生 産性な ど を

検討した．

　希釈率 の影 響　　菌体収率お よび各菌体成分含量 に

及ぼ す希釈率の影響につ い て 検討 した．供給酢酸濃度

1wt ％ の 培養の 結果を Fig．3 に 示 した ．

　菌体収率 は，限界 の 希釈率 （Dp ≒ O．　43　hr”
）まで 希

釈率の 増加 と と もに若干 増加す る 傾向が み られ，その

最大値は約40％ で あ っ た．しか し，Dp 以上の 希釈率

で 急激 に減少 した．粗 タ ン パ ク 含量は 希釈率の 増加 と

とも に増 加 し，52〜59％ と変化 した，しか し ， ア ミノ

酸含量 は 希釈率 0．16 〜 O．45hr −
’
で ほ ぼ

一
定 で あ り，
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Fig，3．　 Co 皿 tinuous　 culture 　 of　 C，　 utilis 　 MG −1

　 　 with 　 acetic 　 acid 　 as 　 carbon 　 source ．

　　（CH8COOH ： 1．Owt ％，37℃ ，　 pH 　4．0）

約47 ％ で あ っ た ．一
方，核酸含量 は 希釈率の 増加 と と

もに 増加 し ， 希釈率 0．45　hr’i で 最大で あ り，約13％

で あ っ た・希釈率の 増加に よ る粗 タ ン パ ク含量の 増加

は，核酸含量の 増加 に よ る もの と思われ る．菌体中の

粗灰分含量 は ほ ぱ一一定で ，約10％ で あ った ・培養上 澄

液中 の COD は，希釈率 0，43　hr1 以下 で 約 200〜300

ppm を示 し，希釈率 D．45　hr
−1

で 急激に 増加 したが，

これ は残存す る酢酸に よ る もの と思われ る．ま た，維

持係ta　（m ）は，0．02　g　acetic 　acid ／g　dry　ce11 ・hr と

算 出 され た・

　供給酢酸濃度 の 影響　　限界の 希釈率 （Dp，　hr
”S
）は ，

供給酢酸濃度の 増加 と と も に 減少し， 供給酢酸濃度

1wt ％で約 0．43　hビ
1，2wt ％ で 約O．　38　hr

’i，4wt ％

で 約 e．　32　hr
“i

， 6wt ％ で 約 O．　30　hr
−1

で あ っ た．菌

体収率 は，い ず れ の 供給酢酸濃度で もほ ぼ 等 し く，そ

の最大値は約 40％ で あ っ た （Fig．4）．菌体の 生 産性

は各供給酢酸濃度，希釈率に 比例して増加 した が，そ

の 最大値 は供給酢酸濃度に比例 して は 増加 しな か っ た．

こ れ は 供給酢酸濃度の 増 加 と とも に，限界の 希釈率

（Dp，　hズ
1
）が低下 す る こ とに よ る もの で あ る．供給酢

酸濃度 6wt ％ の 場合，最高 79 ／’・hr の 値が 得 られ た L

　ア セ トア ル デ ヒ ドを 炭素源 とす る連続培養　　供給

ア セ トア ル デ ヒ ド濃度 1wt ％ （Table 　 1），培養温度

37℃，培養 pH 　4・0 で種 々 の 希釈率 で連続培養 を行 っ
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Fig．4．　Concentration　 and 　productivity　 of 　cells

　　 with 　 acetic 　 acid 　 as 　 carbon 　 source ，（37℃，　 pH

　　4．0）
　 　 Cencentration 　 of 　 acetic 　 acid ：

　　　　田 1．Owt ％，〔2｝2。Owt ％，｛3）4．owt ％，
　　　　｛4）6．Owt ％

た 　（Fig．5）．

　希釈率0．182hr
−1

ま で培 養が 可能で あ っ たが，希釈

率 0．20hr 一宦

で は wash 　 out が 起 こ り培養 が不可能で

あ っ た．この 培養上澄液か らア セ トア ル デ ヒ ド ，
エ タ

ノ
ー

ル および酢酸が 検出された．限界の 希釈率 （D ♪，

hr−1） は ， 回分培養 で 得られ た 最大比増殖速度 （μ≒

O．　46　hr
’i
） に比 して 著 し く低 い 値 で あ る．菌体収率，

粗 タ ン パ ク含量，ア ミ ノ 酸含量およ び粗灰分含量 と も

希釈率 0．056〜0．156　hr
一

皿

で ほ ぼ等 し く，それ ぞ れ約

55％，約55％，約47％ お よ び約 8％ で あ っ た．一
方，

核酸含量 は希釈率の 増加 と ともに 増 加 す る傾向が み ら

れ，最 大値は約9 ％ で あ っ た．培養 上澄液申 の COD

は，希釈．＊｛　O．　156　hr −1 まで は 約 900・vl ，　OOO　ppm で あ

っ た が，希釈率 0．182hr
−1

で は増大 した．こ れ は 残存

す る ア セ トア ル デ ヒ ドに よ る もの と思 わ れ る．また，

維持係 lk（m ）は，0、01g　 acetaldehyde ／g　 dTy 　 cell ・hr

と算出 され た．
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Fig．5，　 Continuous 　 culture 　 of　 C．　 utilis 　 MG −−1

　　 with 　acetaldehyde 　as 　carbon 　 source ．

　　 （CH ，CHO ：1．Owt ％，37℃ ，
　 pH 　4．0）

　C ．utilis の 微生物菌体製造用基 質と して の ヱ タ ノ

ール ，酢酸 お よびア セ トア ル デ ヒ ドの 比較　 C ．嬬 漉

MG −1 の 炭素源 と して の エ タ ノール ， 酢酸 お よ び ア セ

トア ル デ ヒ ドの 比較 を増殖速度 ， 菌体収率 ，
ア ミ ノ 酸

含量，ア ミ ノ 酸組成，炭素収率，酸素要求量お よび 発

酵熱の 点か ら行 っ た．

　増殖速度，菌体収串，粗タ ン パ ク含量 ， ア ミ ノ酸含

員，核酸含量 お よ び培養上 澄液中の有機物含量　　各

基質を炭素源とした 場合の 培養 結 果の 比較 を， Table

2 に 示す．培養上澄液の 有機物含量 は，菌体当 た りの

COD （ppm ／g ・celi）と して 示 した．ア ミ ノ酸含量 お よ

び ア ミ ノ 酸組成は，い ずれ の 基質で もほ ぼ等 しく， メ

チ オ ニ ン 以外 の ア ミ ノ 酸組成 は FAD （国連食糧農業機

構） の 規格に 合致して い た （Table　3）．菌体当た りの

培養上 澄液中の 有機物含量は ，
エ タ ノ

ール ，酢酸で ほ

ぼ等し く，ア セ トア ル デ ヒ ドの 場合約 2 〜3 倍の 値 を

示 し た．増殖速度，菌体収率 お よ び培養上澄液中の 有

機物含量 の 点か ら，エ タ ノ
ール が特に す ぐれ て い た・

　炭素収率 ， 酸素要求量お よ び 発酵熱　　各基質か ら

菌体生成式を求め るた め ， C、　utilis 　MG −1株の 菌体組

成と して Cs．giHnoDOi ．T4No ．fi7＋ Ash・＝10e を用 い た．

こ の 菌体組成は エ タ ノ ール を 炭素源 とし， 培養温度

37℃ ， pH 　4．0．希釈率0．460　hr−1 で連続培養 した菌

体の 元素分析の 結果 ， （炭素46．9％，水素7．0％，酸素

27．9％，窒素9，3％ ， 粗灰分8．9％ ）か ら求 め た もの で あ

る．こ の 組成の 菌体 IOO　9 の 完全燃焼に は ，4．79mole

の 酸素が 必要な の で，available 　electron は 19．16当

量 とな り， この 菌体1009 の 燃焼熱 は26．5× 19．16≒ 508

kca1 と計算 され た，

　菌体組成 ， 対基質菌体収率 お よび菌体の 燃焼熱の値

か らエ タ ノ
ー

ル ，酢酸 お よ び ア セ トア ル デ ヒ ドか らの

菌体 の 生成式を導い た ．

［1｝

（2）

（3）

エ タ ノール （Yxts≒ O．80）

2．71CeHsOH 十 3．8502 十 〇．67　NH3

　　→ 〔Cs，OIHT ．ooOl ．74N 。．eT 十 Ash 〕

　 　 　 　 十 L51 　COt 十 5，64HtO 十 377　kcal

酢酸 （yx ！s ≒ O．40）

4．16 　CHtCOOH 十 4．0402 十 〇．67　NH5

　　 → 〔Ca．PiH7 ．ooOi ．T4No ．e7十 Ash 〕

　 　 　 　 　十 4．41COt 十 5．83H20 十 361　kca且

ア セ トア ル デ ヒ ド （Yxis≒0．　55）

4．13　CHsGHO 十 6．040t 十 〇．67　NH3

Table 　 2．　Results　 of　 continuous 　 culture ，

（37℃ ， pH 　4，0）

Ca 『bon 　so1」rce

Ethano1Acetic 　acid 　 Acetaldehyde

Practical　dilution　rate 　（hr
鴨1
）

Optimum 　dilution　 rate （hr
−1
）

Cell　 yield （｝
厂
x ！s，　 wt ％ ）

Content　 of 　 crude 　protein （wt ％）

Content 　of 　amino 　acids （wt ％）

Conte皿t　 of　nucleic 　acids （wt ％）

COD 　of 　broth （ppm ／g　ce11 ）

　 O．50　　　　　　　　 0．43

0．30．vO ．50　　　　0．15〜0．40
　 　 80　　 　 　　 　　 40

　 　 58　　　　　　　 59

　 　 47　 　　 　　 　 　 47

　 〜10．5　 　　　　 〜11．5

　 30〜50　　　　　　　 30〜50

　 e．180

．05〜0．15

　 　 55

　 　 55

　 　 47

　 〜8．0150
〜200
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Table 　3．　 Composition 　 of 　 cells 　 and 　 of 　the　FAD 　 standard ．

Component
Ethanol＊ Acetic　 acid

＊＊ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 FADAcetaldehyde＊＊＊

　 　　 　 　　 　 　　 　 standard

g／loO　g　　g／loo 窪
．

　 of　　　　 of

biomass　　protein9

／1009
　 0fbiomass9

／1009

　 0f ．
proteing

／100g 　g／100g 　　g／loog
　 of　　 　 　 of　 　 　　 of

biomass　　protein 　　　Protein

Crude 　protein　（N 　x 　6．25）

Amino 　acids

57，047

．0100 ．0

59，047

．3100 ．0

55．O47

．7100 ．0 100．0

（Essential　 amino 　 acids ）

LysineThreonine

ValineMethioni

賦 e

Isoleucine

LeucinePhenylalanine

Tryptophan

7496462832202320 7．95

．16

．21

．35

．17

．74

．71

，7

3．92

．43

．00
．63

．03

．82

．30

、8

8．25

．16

，31

．36
．38

．04
．91

，7

3．42
．63
．10

．62
．63

．82

，20

．8

7，15

．56

．51

．35

．58

。04

．61
．7

4．22

．84
．22

．24

．24

．82

．81
．4

（Non −essential 　amino 　 acids ）

AlanineArginine

Aspartic　 acid

CysteinGlutamic
　acid

GlycineHist
孟dine

Pro三ineSerineTyfosine

Nucleic　 acids

Crude 　 ash

3，23
．04
．50

．47
．72

，51

．12

．02

．21

．810

．28

．0

6．86
．49

．60

．916

．25

．32

，34

．34

，73

，8

2．93

．34
，60

。47

．02

．51

．11

．82

．21

．711

，410

．0

6．17

，09

．70

．814

．95

．32

，33

．84

．73

．6

258485096932407211218

．〔〉

7．8

6．75

．210

．10

．816

．25

．22

．14

，05

．54

．0

　
零 0．5wt ％ ethanol ， 37℃ ，

　 pH 　4．0，　 D 三〇．476　 hf1
＊＊ 1．Owt ％ acetic 　acid ，37℃，　 pH 　4．0，　 D ＝0．408　hr一夏

＊＊＊ LOwt ％ acetaldehyde ，37℃，　pH 　4．0，　D 蕎0．156 　hr−1

　　　　　 → 〔Cs．9iHT ．ooOi ．T4No ．eT 十 Ash）

　　 　 　　 　 　　 十 4．35COs 十 5．77　H ，O　Hト 643　kcal

　 こ れ らの 式よ り炭素収率 ， 酸素要求量お よ び発酵熱

を理 論的 に 算出 し た ，炭素収率 は 酢酸，ア セ トア ル デ

ヒ ドで 約47％ で あ っ たが ， エ タ ノール で 特 に 高 く， 約

72％ で あ っ た ．一
方 ， 酸素要求 量 は エ タ ノール ，酢酸

で 約 L2 〜1．3g ／g・cell で あ っ た が， ア セ トア ル デ ヒ

ドで 約 1．9g ／g・ce11 と高い 値を示 し た．また ， 発酵熱

は エ タ ノ
ー

ル ， 酢酸 で 約3．6〜3．8kcal／g ・cell で あ っ

た が， ア セ トア ル デ ヒ ドで 約 6．4kcal／g・cell と高い

値を示 した．酸素要求量およ び発酵熱 の 点で は ， エ タ

ノ ール ， 酢酸 が好 ま し く，ア セ トア ル デ ヒ ドが 特 に 劣

っ た．また ， 炭素収率を加味 して考え る と，エ タ ノ
ー

ル が特 に 野 ま しい 基質 と思 わ れ る （Table　4）．

考 察

　Veselovら
樹 は，廃糖蜜を炭素源とす る Saccharo −

mPtces 　cerevisiae の 培養 に おい て ，培養液中に ア セ ト

ア ル デ ヒ ドが 生 成 し，その ア セ トア ル デ ヒ ドが 細胞 に

よ り資化 され て い る こ と を示 して い る ，しか し，
ア セ

トア ル デ ヒ ドの み を炭素源とす る培地 で 酵母が資化す
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Tab 盈e　4，　 Carben　 yielCl，　oxygen 　 require 皿 ent ，　 and 　 heat　 of　 fermentatioll

　　when 　 ethanol ，
　 acetic 　acid 　Gr 　acetaldehyde 　 was 　 used 　as 　carbon 　source ，

Carbon 　source

EthanDlAcetic 　acid 　 Acetaldehyde

Carbon 　yield （wt ％ ）　 　 　 　 　 　 　 　 72

0xygen 　requirement （Os　g／g　 cell）　　　　　　 1．23

Heat 　 of 　fermentation （Kcal／g　 celD 　　　　　　 3．77

47L293

．61

471

，936
．43

るとい う報告はみ られず ， 本報告が最初と思われ る・

　連続培養 に お ける希釈率 と ， 菌体収率 お よ び 核酸

含量の 関係 につ い て，Martin ら
iT〕

お よ び Mor と

Fiechter9⊃
は 菌体収率は 希釈率の 増加 に よ り増加 し，

あ る
一

定の 希釈率以上で は再 び減少す る こ とを， また

Mor と Fiechtere， は核酸含量は希釈率の 増加 に より

増加す る こ と を報告 し て い る ・これ らの こ とは 本研究

に よ っ て も確認 され た・

　 分離菌株 C，Pttilis　MG −1 株 の エ タ ノ ール を炭素源

とす る連続培養 で は，供給 エ タ ノール 濃度が，0．5〜6

wt ％ で ほ ぼ 同
一

の培養が行わ れ た こ とか ら， こ れ以

上 の 供給濃度で も培養 が可能 で あ り，微生物菌体の 工

業的生 産は容易に 行 え る と思 わ れ る．一
方，酢酸を炭

素源 とする連続培養で は ， 供給酢酸濃度が増加す るに

し たが い ，限界の 希釈率が 低下 した が ， これ は，本菌

株 が 酢酸に 対 して 耐性が 低 い た め で あ り， これ は培養

槽 へ の 培地 の 供給方法 の 改良あ るい は 酢酸 に 対して耐

性の 強い 酵母を用い る こ とに よ り解決 され る もの と思

わ れ る．また ， ア セ ト ア ル デ ヒ ドを炭素源 と し た場合

も， ア セ トア ル デ ヒ ドに対す る耐性が 非常に低い た め

に ，供給濃度 の 増 加 に よ り，限界 の 希 釈率 が さ らに 低

下 し，菌体の生 産性が著し く低下 す う と思 わ れ るの で ，

炭素源 とし て ア セ トア ル デ ヒ ドを用 い るため に は ， ア

セ トア ル デ ヒ ドに 対 して よ り耐性の あ る菌株 をス ク リ

ー
ニ ン グす る必要があ る と思われ る・

　 C．utilis 　 MG −1株は，今まで
1・19・Sl，IC報告 され て い

る エ タ ノール あ る い は 酢酸資化性酵母 よ りも，生 育温

度 ， 生育速度 ， 菌体収率 ， 粗 タ ン パ ク含量，菌体の 生

産性 の 点に おい て優 れ て お り，微 生 物菌体生 産用酵母

と して 特 に 好 ま しい と思 わ れ る，Abbott と Clamen ・ M

は ， 微生物菌体生産に おい て，維持係数（maintenance

coefficient ）は ，経済的に 非常に 重要で あ り，この 値

が 小 き い 菌株が 好 ま し い こ とを報告 し，Edward ら
20，

は，酢酸を炭素源とした 場合の C．utilis 　ATCC 　9226

の 維持係数 は 0．17　g　acetic 　acid ／g　dry　 cell 。hr で あ

る こ とを報告して い る．σ．Utilis　MG −1の エ タ ノ
ール ，

酢酸あ る い は ア セ トア ル デ ヒ ドを炭素源とした場合 の

維持係数は，約0．01〜O．03g。substrate ！g　dry　cell ・hr

と低い 値で あ り，こ の 点か ら も本菌株 は，微生 物菌体

生産用酵母 として優 れ て い る こ とが わ か る．ま た，こ

の 菌株の 晨素源 として ， 生育速度， 菌体収率，菌体の

生 産性 ， 培養 上 澄液中の 有 機 物含量 お よび 理 論的 に 算

出 した炭素収率，酸素要求量 ，発酵熱の 点か ら， 特 に

エ タ ノ ール が 優れ て い た．

要 約

　1． 土壌 よ り分離 した エ タ ノ ール ，酢酸 お よ び ア セ

トア ル デ ヒ ド資化性酵母 MG −1株 は形態学的性質，生

理学的性質 お よ び Coenzyme 　Q タ イ プか ら Candida
wtilis と同定 された．

　2． エ タ ノール を炭素源 とす る 回分およ び連続培養

を行 い ，最適 pH お よ び 最適温度を検討 し た と こ ろ，

最適 pH は3．5〜4．5
， 最適温度 は36〜38℃ で あ っ た．

　3．供給 エ タ ノ
ー

ル 濃度 0．5〜6．Owt ％ で 連続培養

を行 っ た と こ ろ ， 各供給 エ タ ノール 濃度で ほ ぼ 同
一

の

結果
一

限界 の 希釈率約O．　50　hr“i，菌体収率約75〜

80％，粗 タ ン パ ク含量約 57％， ア ミ ノ 酸含量約 47％
一

を得た・また ， 菌体の 生産性 は供給 エ タ ノール 濃

度 お よび希釈率 に ほ ぼ 比例 して増加 し ， 供給 エ タ ノ
ー

ル 濃度 6wt ％ の 場合 ， 最高 24　g／1・hr の 値が 得 られ た．

　4．　供給酢酸濃度 1．O〜6．Owt ％ で 連続培養 を行 っ

た とこ ろ， 限界 の 希釈率 は供給酢酸濃度 が 増加す る ic

した が い 低下 し，供給酢酸濃度 1wt ％ で 約 0．43 　hr−1，

6wt ％ で 約 0．30　hr
−1

で あ っ た ・しか し，菌体収率 ，

粗 タ ン パ ク含量 ， ア ミ ノ 酸含量は い ずれ の 供給濃度で

もほ ぼ 等 し く， それ ぞ れ 約40％，約58％，約47％ で あ

っ た．菌体の 生産性 は供給酢酸濃度お よ び希釈率 の 増

加に 比例 して 増加 したが ， そ の 最大値は供給濃度 に 比

例して は 増加せ ず，供給酢酸濃度 6wt ％ の 場 合 約 79 ／
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1・hr で あ っ た．

　5． 供給 ア セ トア ル デ ヒ ド濃度 1wt ％ で 連続培養

を行 っ た と こ ろ，限界の希釈率は約0．18hr
−1

， 菌体

収率約55 ％，粗 タ ン パ ク含量 約55 ％，ア ミノ酸含量 約

47 ％で あ っ た．限界の 希釈率は ， 回分培養で 得 られた

最大の 比増殖速度 （約O．46hr
−1
） に 比べ て 署 し く低い

値で あ っ た．

　 6． C．　 utilis 　 MG −1 株の 微生物菌体生産用の 炭素

源 とし て の エ タ ノ ール ，酢酸お よ び ア セ トア ル デ ヒ ド

の 比較を生育速度 ， 菌体収率，培養上澄液中 の 有機物

含量お よび 理論的 に 算出した炭素収率，酸素要求量 発

酵熱の 点から比較 し た と こ ろ ， い ずれ の 点か らもエ タ

ノール が特に 優れ て い た．

　　終 わ りに，本研究の 遂行に あ た り，ご 懇篤 なる ご指 導 と

　 ご鞭撻 を賜 りました 岐阜大学工 学部倉石迪夫 教授 （前三 菱

　 瓦 斯化学新潟 研究 所長 ）に心 か ら感謝い た します．
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