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Itaconic　acid 　fermentation　with 　modeled 　beet　thick　juice　and 　molasses 　by　AspeTgillas　terreus

　　K26 ．　 MITsuTosHI　NAKAGAwA （1）epartment 　Of　Bioresource　Chemistr］．　 Obihiro　Univer吻 げ

　　A8rfcultuアe　and 　Veterinaワ Medicine，1nade−cho，0う海 厂ρ，　Hokkaide　O80）Hakkokogaku 　70：

　　451−456，1992．

　　This　paper　describes　itaconic　acid 　fermentat 量on 　with 　modeled 　thickjuice（TJ）口HA 　and

HB 　molasses 　by　Aspergillus　terreus　K26．　 The　media 　consisted 　ofabasal 　medium （1）contain −

ing　meta 亅ions，　P ，　N ，　glucose　and 　betaine　with 　non
−volatile （II）and 　volarile （III）acids ．

Difference　te8ting　was 　uscd 　to　determine 　diffcrences　 among 　means 、　 The　ltaconic　acid

fermentation　in　bodmatural　and 　synthetic 　media （basal　medium （1）十 non −volatile （II）and

volatUe （III）acids ）was 　found　to　be　not −significantly 　different　at　P 〈 0．05 ，　as 　shown 　by　the

means 　ofthe 　acid 　accumulation 　ratc （V 、），　and 　the　acid （Yi＞and 　mycelial 　welght （Ym ）yields，

Fermentatlon　 results 　between　 modeled 　basal　 medium σ）with 　 non −volatile （II） and ！or

volatile （III）acids 　compared 　with 　modeled 　gluco5e 　a τ e　as　follows．1）TLere　was 　a　sig皿ificant

diiffercncc三n 　both　v 、　and 　Y 、　between　modeled 　g工ucose 　 and 　modeled 　TJ （1＋ II＋ III）at 　the

O．1％ levcl．2）Therc　was 　no 　significant 　Clifferencc　betw’een 　rnodeled 　glucose　and 　modeled

HA （1十 II）at　the　5％ level．3）In　modeled 　HB （1十 II十 III），　germination　did　not 　occur ，　but

asignificant 　difference　in、zi
（P〈 0．001）and 　Yi （P 〈 0．01）was 　observcd 　between　modeled

glucose　and 　HB （1十 II）．　 Durlng 　the 　fermentation　with 　modeled 　TJ （1十 II十 III），　 non −

volatile 　acids （］actic 　andpyrrolidonc 　carboxylic ＞and 　volat 且e　acids （aceti ら iso−butyric・form，c

and 　buty比 ）were 　con8umed ，　while 　itatartaric，　citric，　malic 　and 　succinic 　acids 　were 　produc−

ed ．　 The 　concentrations 　of 　K ，　Na ，　Fe　and 　Zn　in　mycelia 　grown 　in　HB （1）were 　2−3　times

hi帥 er 　than 　those 　in　glucose　during　the　mid
−10g　phase ，　but　decreased　to　almost 　zero 　level

with 　the 　Fe　concentration 　a 　little　higher 　than 　 that 　 of 　the 　other 　metal 　ions　at　the　stationary

phase．

　国 内産 の 砂糖生産量 （粗糖換算）は 1989 年 948 千 ト

ン で ， その 約65％は 甜菜糖で 占め られ て い る．

　しか し，甜菜生汁お よび 廃糖蜜を原料 と し た イ タ コ

γ 酸発酵 の 例 は 少 な く，Nube1 お よ び Ratajaki）が A

terreusある い は A ，　itaconicusを用 い ，基質 と し て の 炭

水化物 （グ ル コ
ー

ス ，フ ラ ク ト
ース ある い は ハ イ テ ス

トケ
ー

ン モ ラ セ ス ）の iOか ら30％を甜菜糖蜜で代替 で

きる こ とを報告して い る程度 で あ る．

　著者は ，省資源 ・省 エ ネ ル ギ ー
の 立 場 か ら，多量安

価な 供給 が 期待 されて い る イ タ コ ン 酸 を 甜菜生汁あ る

い は 廃糖蜜を 原料 と し，AsPergillus　terreus　K26 　tlこ よ っ て

製造す る 方 法 を 研 究 し て きた ．

　そ の 結果，原料を 前処理 2）す る こ とに よ り， 発酵成

績 を グル コ ース を 用 い た 場合と同程度
3｝に まで 向上 で

き る こ とを 明 らか に した ．

　本報告で は ，原料中 の い か な る成分 が，発酵成績 に

影響を及ぼ して い るの か を明らか に するk め，甜菜生

汁お よ び廃糖蜜の 模擬培地を調製 し検討 した ．すなわ

ち ， 甜菜生汁 お よび廃糖蜜を 希釈 し全糖濃度が 10％に

対応 す る よ うに 模擬培地 を 調製す る際に ，
グ ル コ ース
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加され て い る10％ （w ！v）グ ル コ
ース と窒素源 の

一
部 と

して 用 い たベ タ イ ソ 以外すぺ て 無機塩 よ り成 り立つ 基

本培地 （1 と略記） に 不揮発酸 （1 と略記） お よび 揮

発酸 （皿 と略記） を添 加 す る こ とに よ り調製 され て い

る．

　した が っ て，TJ，HA お よび HB 模擬培地 は そ れ ぞ

れ TJ （1 十 ∬ 十 皿），　 HA （1 十 1 ） お よ び HB （1

＋ 1 ＋ 皿 ） と表 され，基本培地b±　TJ （1），　 HA （1〕

お よび HB （1） で あ り， 基本培地 に 不揮発酸を添加

し た もの は TJ （1 ＋ 皿）お よ び HB （1 ＋ 皿）で あ

り，揮発酸を 添 加 し た もの は TJ （1 十 皿）お よび

HB （1 十 皿）とな る．

　培地 の 初発pHe ）は揮発酸 を添加 した 場合 に は 0．5

M 　H2SO
＋
　h一よ び 1．O　M 　NH40H で 4．5に ，　 HB （1 ）

お よ び （工十 皿） で は 3．0 に ， そ の 他 の 場合 は4，0に

調製した ，

　培養　　紫外線 で
一

夜殺菌 し た 培地 120 ：nl を 500

rn1 振盪 フ ラ ス コ に と り，麦芽寒天培地 に 着生 した 胞

子 を白金耳 で 掻 き取 り接種 した ．培養 は 温度 35 °C ，

ス ト 卩
一ク 7　cm 　120　cyCleslmin の往復振盪機で 行 っ

た．ま た，経時的に 約 20m1 ずつ サ ソ ブ リ ン グ した．

　 分析　　菌体 を ろ 別 し ， 十分水洗後 80°C で
一

夜乾

燥 し ， 乾燥菌体量 を求 め た．イ タ コ ソ 酸は培養前後の

臭素吸収値黔 の 増加量 よ り求め た．こ の 値 は，サ リ チ

ル 酸を内部標準 10）とす る ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ
ー3）か

ら求 め た 値とも合致 した．

　還元糖は Somog舛法lt）で ，全窒素は ミ ク ロ ケ ル ダー

ル 法 12｝で 定量 した．

　 金属元素 は 湿式灰化後原子吸光法 2）で ， リ ン は 比色

法
13）で 定 t した ．

　 乳酸 お よび コ ハク 酸 は ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー2〕

で ，そ の 他の 有機酸 は BTB 　pH 指 示 薬 の 色調 の 変化

を 430nm で 検出す る高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー：）

で測定した ．

　 試薬は ，和光純薬工 業  の 特級を使用 した．た だ し，

イ タ 酒石酸14）は ，イ タ コ ン 酸 カ ル シ ウ ム を タ ン グ ス

テ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を触媒と して H202 で 酸化後 H 型

Amberlite　200 で カ ル シ ウ ム イ オ ソ を交換 して 調製 し

た．

結果お よび考察

　天然お よ び模擬培地で の発酵試験の比較　　発酵試

験 の 結果 を Fig．1 に 示 した．グル コ ース （G と略記），

TJ ，　HA お よ び HB の それぞれ天然お よび模擬培地に

お け る 4 回 の 発酵成績 の 平均値 の 差，IS ）す な わ ち，イ

タ コ ン 酸蓄積速度 g・dl
−1・d− t （Vi と略記）， 対消費糖

イ タ コ ン 酸収率％ （Yi と略記）お よび菌体重量収率

％ （Ym と略 記 ） に 関 し，危険率 5％ で 有意差 は 認 め

られ な か っ た ．た だ し，HB に つ い て は 天然 お よ び模

擬培地共に 胞子 の 発芽は 認 め られなか っ た．

　G 培地 に対 す る 各培地で の 発酵試験 の 比較　　Fig．

1 よ り天然培地 で の Vi，　Yi お よび Ym が，模擬培地 で

再現 された ．よ っ て ， 基本培地 （1）に 不揮発酸 （1 ）

お よびあるい は 揮発酸 （皿）を添加 して 種 々 の 培地を

調製し，発酵成績 V
奮お よび Yiお よ び G 培地 に 対す る

それらの平均値の差 の検定 15）結果を Tabl。 2 に 示 した．

　ただ し ， 模擬培地 HB （1 ＋ 豆 ＋ 皿）お よ び揮発酸

添加 HB 基本培地 （1 十 皿）で は pH 　4．5 で発酵 しな

か っ た ．

　Vlお よ び Yiに つ い て　　TJ で は ，基本培地 （1 ）

GtScose＿CSLa

Modeled 　G

TJ

Mod ●bd 了J
‘ドIH嗣1｝

HA

Modobd 　HA
⊂1＋tDH

巳

Modobd 　H8
｛卜｝IHII｝

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
一1 −1

ttaconlc 　 acld 　 atcumulation 　rate （9・dl ・d　｝

　 　 　 　 　 　 　 P
O　 　　 　　　 　　 　 1　　　 　　 　　　 　 2

Fig．1，　Itaconic　acid 　fermcntation　 with 　 natural 　and

　 　 modelcd 　 mcdia ，　 Fe皿 entatien 　 was 　 conductcd 　 at

　　35° Cin　500　m1 且askS 　contai 恤 Lg　120 皿 10f　modded

　　medium （Table　1，
　i愈 ial　pH 　4．O　for　G 　and 　HA

　　（1十 11） and 　4．5　for　 TJ　（1十 11十 III） and 　HB

　　（1
−
←II十 III））for　4　to　6　d　en 　a　reciproca】 shakcr

　　（stroke 　7　cm ； cycles ／min 　120）．　 The 　medium 　com −

　　position　of 　Glucosc−CSL ，　TJ，　HA 　and 　HB 　has　been

　 　 由 own 　elsewhere．ヨ）

　　
墨 Com 　steep 　liquor．
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Table　 2．　 Means 己
of 　itaconic　 a⊂｛d　 accumulatbn

　　Iate 　and 【he　acid 　yieid　with 　modeled 　 medium

　　by∠L，　terreus　K：26，

Mediumb
　 Itaconic　acid
accumulatiQn 　rate 　　Acid　yield（％）
　（9・dl

−1・d−1）

G 1．18 ± 0．16

TJ （1＞　　　　　　 1．Ol± O．07ns
「［」（1→−II）　　　　　　　0．85 ± 0．13＊

「［：1（1→
−III）　　　　　　0．69 ± 0．10＊ ＊

TJ 　（1十 II→−III）　　　0．50± 0．08＊＊＊

HB （1）　　　　　 0．98± 0，13ns

HB （1十 II）　　　　0．51± 0．12＊ ＊ ＊

HA （1）　　　　　　 1．06± 0，12コs

HA （1十 II）　　　　 1．16± O．22ns

55．3± 2．6
50．8± 2．3ns

42，3± 4．8＊

乎3．8± 3，7＊ ＊

34．8± 5．0 ＊＊＊

45 ．7± 2，0 ＊ ＊

35 ．6± 6，0＊＊

53 ．1 ：辷1．フn5

52．2± 1．4nS

　
aMean ± S，D ．　Qf4determinations 　of 　the 　itaconic　acid

accumuiation 　rate 　and 　the　 acid 　yie］d　under 　the 　 same

fermentation　conditiens 　as 　shown 　in　Fig．1．
　

bAbbreviations
　are 　shown 　in　Table　1．　 The 　ferincnta一

匸ion　media 　were 　composed 　of 　the 　basal　medium （1），　with
or 　 without 　 non ・volatile 　 acids （II）and ／or 　 vola 匸ije　 acids

（III）．　 The 　initial　pH 　values 　were 　4、Ofor　G ，　TJ （1），　HA
（1）and 　HA （1十 II）and 　4．　5　fbr　TJ （1十 II），

TJ （工十 III）and

TJ （1十 II十 III）and 　3．O　fer　HB （1）and 　HB （1十 II）．

　鴨 Net 　significant ；
＊

，　significant 　at　pく 0．05；
＊ ＊

，
　signi 丘一

cant 　 at　p〈 0、01；
＊＊＊

，　 signi 丘cant 　at　the　pく O，0011evel
compared 　with 　modeled 　glucose　medium ．

で G に 比 べ V 、お よ び Yi共 に 危険 率 5 ％ で 有意差 が認
め られ なか っ た．不 揮発酸 を添加 した （1 十 」 ）で は

共 に 低下 し危険率5 ％で 有意差が認め られ ，揮発酸 を

添加 （1 ＋ 皿 ）で は 低下 は さ ら に 顕 著に な り共に 危険

率 1 ％で 有意 とな っ た ．不 揮発酸 お よび揮発酸を 同時

に 添加 した 模擬培地 （1 ＋ 且 十 皿） で は 共 に 危険率
0，1％ で 有意 と な っ た．不揮発酸 に 比 べ 揮発酸 が 菌の

増殖開始 を 1 日遅 ら せ 蓄積速度 の 低 下 に も寄与 して い

た。

　HB で は ， 基本培地 （1）は Vi に 関 し G 培地 に 比

べ 危険率 5 ％ で 有意差は 認 め られ な か っ た が，菌が増

殖 し Yi に つ い て は ，　G に 比 し 危険率 5 ％ で 有意差が

認 め られ た ．不 揮発酸を 添加 した （1 ＋ 且）で は Vi

に 関し，危険率 0，1％ で，Yi に 関 して は 1 ％で 有意と

な っ た．

　HA に つ い て は （1）お よ び （1 十 H ）共 に V 、お
よび Yi に 関 し G に 対 し危 険率 5 ％ で 有意 差 は 認 め ら

れなか っ た．

　甜 菜生汁模擬培地 で の 有機酸 の 消長　　こ の 培地 に

は 不 揮 発 酸 お よ び 揮発酸が 含 まれ て お り，そ れ らの 消
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non −volatile 　acids 　prDduced　（B＞　during　ferrnenta−
tion　with 　TJ （1）．　 The 　fermentation　conditions 　were

the　same 　as 　in　Fig．1．　Symbels ： ◇ ，　 speci 丘c　IA
accumul ・ti・ n ・ate ； e ，　r・ycelium　weight ； O

，
cit・ic

acid ； ● ，malic 　acid ；△，　succinic 　acid ； 圏 ，itatartaric
acid ．

長 を 調ぺ た ．

　基本培地TJ （1）　 Fig ，2A よ り菌体重 量 （Cm と

略記）は ， 1 日 目か ら 4 日 目迄増 加 しO．9とな り，比

イ タ コ ン 酸蓄積速度 （Vf・Cm
− L
）は 3．5 日で ピー
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Fig．4．　 Changes 　 in　the　 mycelial 　 weight 　 and 　 speci 血c

　 　itac。 nic 　 acid 　 accumulati 。 n　 rate （A ），　 v・latile　 acids

　　（B）and 　non −vo ！atile　acids （C ）during 　fermentation

　　with 　TJ（1十 II十 III），　 The 　fermentation　conditions

　 　 wcre 　the 　same 　as 　in　Fig．1、　 Symbols ：◇ ，　speci 丘c　IA

　　accumu ］atien 　rate ； 4＞，　myceliuln 　weight ；（D，　acetic

　 　 acid ；⊂），　isobutyric　acid ；e ，　formic　 acid ；G ，　butyric

　 　 acid ；▲，　lactic　acid ；△，　 succinic 　acid ；
ロ ，PCA ； ■ ，

　 　 itatartaric　acid ； O ，cltric 　acid ； ■ ，malic 　acid ．

機酸 は 添 加 され て お らず，Fig．2B よ り，それぞれ イ

タ 酒石酸200，ク エ ソ 酸 180， リ ソ ゴ 酸 160お よ び コ ハ

ク 酸 17 （mg
・dl”i

）が 副生 した ，

　不揮発 酸添加培地 TJ （1 ＋ 皿）　 Fig，3A よ り Cm

値は 0．95に 達し V 、・Cm
− 1 の ピ ーク値 は 3．9に な っ た．

Fig．3B よ り，培地に 添加された 不 揮発酸 の う ち乳酸

お よび ピ 卩 リ ドγ カ ル ボ ン 酸 （PCA と略記）は 資化

され ，ク エ ン 酸，イ タ 酒 石 酸 ，リ ソ ゴ 酸お よ び コ ハ ク

酸が副生 した．

　甜菜生汁模擬培地 TJ （1 ＋ 1 ＋ 皿）　 Fig．4A に

Cm お よ び Vi・Cm
一

亅 を 示 し た ．菌の 増殖は 1 日遅れ た

2 日 目か ら始 ま り，Cm は 約 1 に Vi ・Cm − 1 の ピーク値

は 3．2とな っ た ．Fig．4B よ り，菌 の 増殖 に 伴 い 揮発酸

と して 添加 され た 酢酸 ， イ ソ酪酸 ， ギ酸 お よび 酪酸 は

資化 され 始め た ，不 揮発酸 と し て 添加 され た 乳酸 お よ

び PCA は 揮発酸 と同様 に 資化 され ， リ ソ ゴ 酸，ク エ

ソ 酸 ，
コ ハク酸お よび イ タ コ ン 酸の 蓄積に 伴っ て イ タ

酒石酸が副 生 した ．
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Fig、5，　Ghanges 　in　myceiial 　weight 　and 　speci 丘c

　　itaconic　acid 　accumulatioII 　rate 　dur正ng 　ferrnentatiQn

　　with 　 modeled 　 glucose　 and 　 HB （1）．　Lines：
一 ，

　　 spcci 丘c　itaconic　acid 　accurnulation 　rate ；
’T−’，　weight

　　 efmycelia ．　Symbols： O ，
modeled 　gLucose；● ，HB

　　（1）．

　HB 基本培 地 （1 ） で の 主 な 金属 イ オ ン の 消長

Fig．5 に G お よび HB （1）培地 を 用 い た 場合 の Cm

お よ び V
，

・Cm 一 を 示 した ．　 G 培 地 で は C皿値 は 約 0．8

で ，
Vi ・Cm

−1 値の ピ ーク は 4．5 とな っ た．　 HB （1 ） で

｝X　C．値は 12 に 達 し，Vi・Cm− 1
の ピー

ク 値 は 3．5で あ

っ た ．HB （1 ） は G に 比べ ，　 Vi・C ．
− 1

の ピ ーク 値は

低 い が，Cm 値 が 高 い た め ，　 Vi に 関 して は 差 が 認 め ら

れなか っ た ．Fig．6，A ，　B，　c お よ び D に ，　 HB （1）

培地 中で G 培地 に 比 し，特に 多量 に 含有 され て い る

K50 倍，　 Na80 倍 ，　 Fe3 倍 お よび Zn14 倍 に つ い て ，培

養液中お よび菌体中の 濃度を示 し
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　　tion　with 　modeled 　glucose　and 　HB （1＞．

　　飢tered 　broth．　 Symbols： O ，mode 】ed 　glucose ； ● ，HB （1）．

24　　 48 　　 72 　　 96 　　120

　 C 凵lture　tioe ｛h》
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Changes　in　the　concentTations 　of 　sorne 　rneta1 　ions　in　both　broth　and 　dry 　mycelia 　during　fermenta・

　　　　　　　　　　　　　　 Lines： rconcentration 　in　mycelia ；
…一

，　concentratiQn 　in

お よび HB （工＋ 丑 ）で 1％ で 有意とな っ た ．

　TJ 培地 に 添 加 した 不揮発酸 の うち ，乳酸 お よ び

PCA は 資化 さ れ ， リ γ ゴ 酸， コ ハク 酸 お よ び ク ェ ン

酸 な どが イ タ 酒石 酸と共 に 副 生 した，酢酸，イ ソ酪酸，
ギ 酸 お よび酪酸な どの 揮発酸 は，菌 の増殖開始 を 1 日

遅らせ た が，すべ て資化され た ．

　K ，Na ，　Fc お よ び Zn の よ うに HB 基本培地 に 多量

に 含有され る 金属 は，菌の 増殖 と共 に 菌体 に 取 り込 ま

れ ， それ らの 濃度 は，G 培地 で の 場合 の 2〜 3 倍 に

達 し た が発酵終期 に は 減少 し G 培 地 と同程度 に な っ

た ．な お ，Fe は ， 平行的 に 減少 し終期に お い て も差

が み られた ，
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