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て 生翫系と速醸 m 系を比較す る と前都 は 硝酸還 藤 乳酸菌 等の 生育が 考 え られ る の で謎 もen ら と ア セ ト

イ ン 系成分 の 消長との関連性を追求 した の で あ るが ， 特別 な閧係は認 め られ な か つ た ．
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生m ，蠣 氈 速 醸 臨 饂 糖化翫 の 4 種の翫鯲 て ， そ の麟 繦 中の ア セ トイ ・ 系 成 分 の 消瓰 H ° ° RE −

MAN 氏の 比色法に よつ て しらべ た，

ジ ァ セ チ ル は 蠣 の 翫 に 於 て何 れ の 経過 で も殆 ん ど生成 され なかつ t・ （・・5・・／9以下）・ア セ トィ ン ・
　 2・3’ブ チ

。 ン グ リ ， 一、 は 4 麒 鮒 か ら品温 最高離 か け て 著 し く生成 され た．塹 ・嶇 翫鯲 て その 生齷 が比較

的に 多かつ た．

4 種 の 阮 に 就 い て 夫 々 の仕込型式 に よ る消長 の 傾向の 相違 は 認め られなかつ た が ア セ トイ ン ，
2

・
3・プ チ レ ン グ リ

， 一
，ゆ 消長 馳 嘶 混 鮒 出物 眦 し酵 母 の 黼 並 VLICその 作用 礪 連す るが こ と黴 も大 き い の で は ない か

と考 え られ る．
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　　　　　　　　ク エ ン 酸 醗 酵 に 関 す る 研 究 （第 6報 ）

　　　　　　　数種の ク エ ソ 酸生 産培地 に 於け る酸生成 曲線の 比較並びに

　　　　　　　　　　　　メ タ ノ ール の 菌 形態及び 呼 吸 に 及ぼす影響

　　　　　　　　野 口 祐 一 ・荒 尾 　 修 （齣 囎 疎 株 式会社）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 緒　　　　　言
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を適 当に G。n 、，。1 す る 蹴 ク エ ・ 酸の 生成が み られ るが， こ れは ク エ ・ 醐 酵 が 正常憾 生育 の 燗 とは 違つ

た型 式の 代謙 営 む もの 蠏 糺 て 鼓 え な い ．a 成培地鞭 用す る時 の 良購 ク エ ・ 酸囎 で は菌 の 「amの 増

殖が遅 く＿ 瀰 嬲 地に メ タ ・ 一
・V を添加す ・ 時は ク ・ ン 酸 の 生 成賭 し く増す が・こ の 時 憮 添 加の 駘 と

較
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　分 析 ：第 1報記 載 の 方法 に よ る．酸 素摂取 量 は Warburg 検圧計を用い て 測定 し た．

　実験 1　合成培地 と糖蜜培地 の クエ ン酸醗 酵 に 於ける酸生成曲線の 比較

　普通 ク エ ン 酸醗酵に 使用 され る合成培地 は Sucrose を炭 素源 とす る もの が 最も多 く， 窒素 ， 燐 ， カ IJ
，

マ グ ネ

シ ウ ム の 他 に 微 量 の 鉄，酉 鉛 等 の 重金属が 含 ま れ る．重 金 属 を過 剰 に 含む時 は菌 の 生育が 旺盛 とな り酸 の 生成 を

み ない ．重金属 の 量を適当に Contro1 する時 は一般に菌 の増殖が抑制され酸 の 蓄積がみ られ る．従つ て良好な

ク’t ン 酸生産時の 菌の 代謝は正常な菌生育時の 代謝 に 比較す れ ば異常な代謝型式 の
一

つ と み る事 が で き る．

16 Table　L　Composition　 of 　media ．
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Fig．　L 　Citric　 acid 　production　in　synthetic
　 　 and 　 molasses 　 medium ．
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　　　　・ 13％ m 。、h。 n 。l

　　　　 ciwas 　added ．

　　　　 D ／
Medium 　 C
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砦 Sugar　 content ：75％ 　as 　glucose．

　合成培地並 び に 糖蜜培地或は 微量 の C・S・L を含む合成

培地 に メ タ ノ ール を添加 し た 場合酸 の 生成曲線 は Fig．1に

示 す 如 くで あ る．Table　1 に 示す 4 種類 の 培 地 の 中合成培

地 が 最 高の 酸生産 を示 し たが 、
Black　 strap 　molasscs 　me ・

dium，　High 　 test　 molasses エnedium ，　 C・S・L・を含む合成培

地 に メ タ ノ ール を添加した場合も同様良好な酸生産を示 し

た．しか し最高生 産 量 に達す る迄 の 時間は かなり相違 し，
Black　strap 　molasses ，

　Hightest　molasses
， 合成培地 の

順 で それぞれ 6 ， 8，11日を要した ．C ・S．L・を含む合成培地も合成培地 と同様 11日を要 した が酸生成開始の 時期

は遙 か に 速い ，同 じ 3％ メ タ ノ ール 量 添 加 で も Ash の 多 い もの 程醗酵 は 短時間で 終了 した．因み に Black　strap

molasscs の 灰分量 は約 5 ％，　 High 　test　molasses で は 1．8％で ある，

　合成培地に 微量の G・SL を添加し た もの は必要量以上 の 金属量を含むた め に 菌の 生育 だ けが盛んとな り，

一

方 メ タ ノ ール 添 加合成培地 で は メ タ ノ ール の Toxic　effect が 強 く働 き菌の 生育は極め て 悪 く，
い つ れ も酸生産

は 低調 で あ つ た．

　寞験 1　 メ タ ノ
ール の 菌形態に 及ほ す影 響

　合成壇地 並 び に メ タ ノ ール 添加糖蜜培地或 は C ．S．L ．等 の 夾雑物を含む培地に メ タ ノ ール を添加す る時は ， 敦

れも良好 な酸 生 産 を 示 し たが ， こ れ らの 場合の 特徴 と して 菌 糸 は 小 さな Pelletを形 成す る．実験 1で 使用 した

培地の 中合成培地 と微量の C・S．L・を含む合成培地 に 菌を培養 し44時間後 の 培養 菌糸 を 顕微鏡 で 観 察 した 結果は

Fig・2 に 示す如 くで あ る．　 C・S・L・を含 む培地 で は菌糸 は 長 く伸び て い る が，一方 こ の 培地 に メ タ ノ ール を添加す

る 時は菌糸は 密集 して 絡 み あ つ て い る．合成培地 に培 養 した 時も同様菌糸 は絡み 合い 非常に よ く似 た形態 を呈 し

て い る事が 判つ た、

　実験 匪　培 地 の 種 類 と酸素摂取 疊 と の 関係並 び に メ タ ノ ール の 呼吸 に及 ぼ す影響

　ク エ ン 酸生産培地で も培 地 の 種類 に よ り最高生産量に 達す る迄 の 時間に は か な りの 椙違があ る事が実験 1で 判

明した．Table　I に 示す 培地の 中 Black　strap　molasses 　medium ，　C ．S．L．を含む合成培地並び に 合成培地 の 3種
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Fig，3．　　Effect　of 　methanol 　on 　oxygen

　　 uptake 　by 卿 ．　nigur ・

●一 ． Medium 　 A

1＝ ：　 豊

iil・1二i　
M 磁 洫 m

轣盟

類に つ い て 酸素摂取量を測定した．測定に は Warburg

検圧計 を使用 し ， 主 室 に 培地 11n且
， 胞子懸濁液 2ml を

入 れ，副室 に は 10％ KOH 　O・5ml と濾紙片を入 れ28“G で

振盪 しな がら測定 した，Black　strap 　moiasses 　m ¢ dium

は最初 よ り酸 索 の摂取が 旺 盛 で 150分後 に は更 に 増大す

る．C・S・L ・を含む合成培地 は 120分後に摂取量が増加 し

た．合成培地 は 極 め て 低 く210分迄 ほ とん ど酸素摂取が

認められなか つ た．前二 者の 培地で は Fig・3 に 示す如 く，

150乃至 180分後 に 勾配が急に な る とこ ろで胞子が生理 的

に 変化 しは じめ た もの と考 え られ る。

　以 上 3種の 培地leメ タ ノ ール を 3％添加した 時 は い ず

れ も酸素摂取が か な り抑制 された．酸素摂取 の少 い条件

で必ずし もク エ ン 酸 の 生 成が促進 され る とは云 い きれな

い が ， 少 くとも同
一

培地 で メ タ ノ ール 添加に よ りク エ ン

酸 の生産が増加す る時は，メ タ ノ ール が酸素摂取をかな

り抑制 して い る もの とみ て 差 支 な い，但 しメ タノ ール 添

加の 時 も無添加と同様時間的に は僅か に遅れ るが ， 酸素摂取が 180分辺りで 急に 増大 して い る．一方合成培地 で

は メ タ ノ ール 添 加に よ り僅 か に抑制され るが，330分迄 は無添加 と大差 な く酸 素摂取 は極 めて 僅か で あつ た．

　以上 の 実験結果 よ りク エ ン酸生成酵素 の 形成 は 培地 の 種類 ICよ り多少の 相違 は あ るが ， 酸素摂取 の 抑制 され る

過程 で 行われ るもの と考 え られ る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 要　　　　　旨

　 L 　合成培地或 は微量の G．S．L・を含む合成培地並び に 糖蜜培地 に メ タ ノ ール を添加す る ク エ ン酸醗酵 で ， こ

れ らの 酸生成曲線を比較 し た 結果 い つれ も良好な酸生産 を示 し た が ， 最高生産量 に 達す る迄 の 時間に は 非常な相

違 が み られ Black　 strap 　 rnolass ¢ s　 medinm が 最も速 く， 次 に High 　t。 st　mplasses 　 medium ，合成培地 が 遅最も
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か つ た．

　2． 合成培地に僅かの C．S．L．を含む培地 で は酸 生 産は ほ とん ど認 め られ な い が，菌 糸 の 伸 び は長 く，一
方 メ

タ ノ ール を添加す る時は 酸生産が 著 し く増加し菌糸は 密集 して 絡 み 合う．合成培地 で酸生産 の 高 い 時の 菌糸も絡

み 合 い その 顕微鏡観察に よる菌糸 の形態は極め て 類似 して い る．

　3・糖蜜培地 ， 微量の C・S・L・を含む合成培地 ， 合成培地 の 3種類 に つ い て 胞子の 酸素摂取量 を測定 した 結果 ，

糖蜜培地 で 最 も多く，合成培地で最も少 なか つ た．

　同一培地 で メ タ ノ ール 添加に より酸生成が著し く増大す る時 は ， メ タ ノ ール は菌 の 酸素摂取を抑制する．

　終 ゆに 臨 み こ の 報 告 の 発 表 を 許可 され た 協 和 醸 酵 工業 株式 会 社 加 藤社長 ， 終止 御鞭撻 を 賜 わ つ た 渡 辺 専務 ， 鎌

田部長 に 感謝の 意 を 表 しま す，夊本報告 の 御 校 閲 を戴 い t：大阪大学照井教授 に 厚 く感 謝致 し ます ，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文　　　　 献

DUNDERKoFLER ，　L ．A ．　and 　HlcKEY，　R ．J．： Industrial　Fermentations　2
，
439 （1954）．　　 2） 野 口 ； 第 2 報．

3）野 口 ， 荒尾 ： 第 4 報．　　 4）野 口，阪 東 ：第 1報．　　　　　　　　　　　　　　 （昭和 35
，
6

，
3 受 理 ）

ク エ ン 酸 醸 酵 に 関 す る 研 究 　（第 7 報）

メ タ ノ ール の Physiological　effect に 就い て

野 口 祐
一 ・荒 尾 　 修 ・阪 東 良子 （協 和 醗 酵 工 業 株 式 会社）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　　　　　雷

　坂 口 ， 馬場
1）に よ り発見 さ れ た メ タ ノ ール の ク エ ン 酸 生 成促 進 効果 は MOYER 　itよ り更に 発展 され ，菌 株 間 に

か な りの 相違 は あ る けれ ど も粗製 の 葡萄糖，糖蜜 等 を前処 理 を施す事なく利用可能ならしめ 粗原料 の 利 用 範囲 を

著しく拡大 した．しか し，
MOYER2 ・

s）の報告 は糖蜜を 原料とす る時は表面培養と振盪培養 に 限 られ 通 気罷拌培養

に は 何等ふ れ て い な い，著者等 は 振蠱 培 養 の 実 験結 果 に基 き，通 気攪拌培養 で 酸生産 を行 わ しめ る際 に 特 に 注 意

すべ き諸点を明らか に し ， その 結果対糖収率約60％の 成績を収 め る事が で きた，

　 メ タ ノ ール 効果 に つ い て は，過剰の 重 金 属 を含む培地 で 酸生産を著 し く向上 させ る事
2
，
s）以外そ の Physiological

effect に つ い て 詳細 な報 告 は今 日尚 見 当 らな い ．

　糖蜜培地 の ク エ ン 酸醗酵 で は S タ ノ ール 添加 ， 無添加 で外観的に も容易に見分 けが つ くが ， 両者の 顕微鏡観察

に よ る菌糸 の 形態 比較 ，経 時 的代謝並 び lC菌体成分の 変動等 に つ い て 検討した の で 結果を報告 す る．更 に 第 1t）
・

2 報
5）で メ タ ノ ール ， エ タ ノ ール の 培 養液中の 残存量と蒸 発 損失 とか ら，メ タ ノ ール は 菌 に利 用 され な い が，エ

タ ノ ール は若干利用され るか もしれない 事を報告した，今回 cu の メ タ ノ
ー

ル ，
エ タ ノ

ー
ル を使用 し これ ら両 ア

ル コ ール が 果 して 菌 に 利用 され るか 否かを確認す る事が で きた の で 併 わせ て 報告 し た い．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実 験方法 並び に 実 験成績

　菌株 ：鋤 ．niger 　N584 ．

　培地 ， 培養 ：特 に 断りなけれ ば第 1報記 載の方法に よ る．

　分析 ； 酸度，糖， pH 等 の 測定は 第 1報記載 の 方法 に よ る，エ タ ノ ール 可溶性窒素
e）は菌体を生理 的食塩水 で よ

く洗滌 し，乾燥後菌体 に 70％ の エ タ ノ ール を 添加 ，
homogcnize し連心沈澱後同様操作で 3 回抽出を行なう． こ

の エ タ ノ
ー

ル 可溶性劃分を減圧下 で dry　up し， 10％ イ ソ t ” ピル ァ ル コ
ール に 溶解後 Micro−kjcldahl法 で 測

定 した．熱 三塩 化酢酸沈澱 部及 び可溶部 の 窒素測定
7）は，菌 体 を生 理 的 食 熱 水 で 充分洗 滌 し ， こ の Wet 　mycelium

lg を遠 心 沈 澱 管 に と り 5 ％ の 三塩 化酢酸 5ml を加 え 98℃，　 IO分間加熱 す る．再び 同様操作を 繰返 し両部 の 窒 累

を Micre−k．ieidahl法 で 測定す る，こ れ らの 値 はす べ て 菌体乾物量に 換算 した ，燐の 定量は ALLEN 氏注
B）に よ つ

た．

　実 験 1． 糖 蜜 培 地 の クエ ン 酸 醗 酵 で メタ ノール の 菌形態に 及 ぼ す影響

　糖蜜培地の ク 」 ：ン 酸醗酵 で は メ タ ノ ール 添加，無添加 で プ ロ ス の 外観 は一見 して 容易 に見分 け が つ く．即 ち メ
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