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Utilization　of　 HydrocarbOns　by　 Microorganisms

（1 ）　 UtiliZation　of 　n 、Paraflins　and 　Vitamin　B，i　Produ（tion　by

　　　 Several　Kinds　 of 　Bad：eria

H 肛 uki 　Morikawa　and 　Tadashi　Kamikubo

（Department　of 　Fermentat玉on　T   hnology，　Faculty　of 　Engineering，　 Hiroshima
University，　Send且 machi ，　Himshima）

　　 Ps｛ndomonas （Ps．）atereof αsiens
，
　Ps．　oualis 　and 　Ps．　aeruginosw 　were 　studied 　oh 　thdr

utilization 　of 級．para缶ns　a5　wdl 　as　vitamin 　B12　production　 in　compa τison　with 　Necardia

gardner ガ and 　1吻 cobtzc彦er伽 t　smegmotis 　akeady　repo 丘（Ul．　 It　se   s　di伍cult 　t・ c・症 date
the　types　of　microorganisms 　and 　those　of　n 。P肛 af丘ns　tested　（in　regard 　to　the　hydro（urbOn
uti 正ization　and 　vitamin 　B：2　production），　 It　was 　 found　that　the　majority 　of　vita 皿 in　B ユ2

existed 　in　 the 　culture 且uid 　wh     ltu祀 d　on 　 a　simple 　n ．para缶n　m αiium　−More’detailed
investigations　were

．
ma ｛1e　on 　the　eff  ts　of　culture 　oonditions 　using 　Ps．α8剛 gゴnosa ．

．
The

addition 　of 　an 　appropriate 　nitrog   sour   ，　especially 　a 　 natulal 　 one 　 such 　 as 　 casarnino 　 acid
，

pol脚 t。ne
，
　or 　yeast−extract ，　or   。nium 繍 e　 promoted　 the　 utilization 　 of　 n −para伍 ns

and 　vitamine 　Bl，．　 Substitution　of π 一para缶n　as　a　single 　caτbon　 source 　in　the　m αiium　for　a
π
・para伍h　mixture 　resulted 量n　a　higher　hydrocarbon　utilization 　and 　vitamin 　B12　production．

The　addition 　of　one 　of　certain 　non ．ionic　detergents　promo 圃 the　vi‡amin 　production ，
　but

it　had　no 　e任ect　on 　the　retention 　of 　the　vitalnin 　in　the　ceHs　　Cobalt　sulfate　and　5， 6−

dimethylbenzimidazole　were 　effective 　as　precur80rs　of　the　vitamin ．

緒 君

　炭化水素を資化利用する微生物に っ い て は多数 の報

告 が あ るが，そ の ビ タ ミン B12 （以下 Bn と略称）生

産性 に つ い て は福 井 ら
1・t） の 報 告が ある くらい で

，

一

方炭化水素に つ い て の 検討も充分 と はい え な い ．

　そ こ で 著者 らは石油炭化水素資化性およ び Bn 生産

性 をあわせ て もつ こ とが 期待 さ れ る Psendomonas

a ＃ reofaciens ，　Ps．　ovalis ，　Ps．　tva
’
uginosa を 主 試 験微

生物と し， 福井 らの検討 した Mycabacteri ＃ m 　smeg −

trUltis，　Necc　rdia 　gardneri を対照 として，　 nrtiecane

か ら n一  tadecane まで の n一パ ラ フ ィ ン を そ れぞ れ単

一
の 炭素源としたぱあい の 炭化水素資化性と B ・2 生産

性を系統的に 検討 した．さらに，こ れらの 菌株 の うち

B ・A 生産 力 もす ぐれ，そ の 大部分を培餐液中に 排出 し

た Ps・aerugine5a に つ い て
， 炭化 水素資化性と B ・2

生産性 に 及ぼ す窒素源，界面活性荊，そ の 他 の 添加物

の 影響 を 検討した，

実 験 方 法

　1、　 供試菌株， 培地 な らび に培養方法　　財団法人

発酵研究所 よ り分譲 い ただ い た Ps．　aureofaciens 　IFO

N 工工
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3521，　Ps．　ov41is 工FO 　3738，　Ps．　aer ”ginasa　IFO　3080，

MycChactert
’
u
・
m 　 smegmatis 　 IFO 　 3083，　 Necardia

gardneri 　IFO　33S5 を供試 した，

　培地組成 は 原則と して Table　 1 の もの を使 用 し，

変法 そ の 他添加物 に つ い て は そ れぞ れの箇所で示した．

殺菌は炭化水素と他の成分溶液を別個に 151b で 10分

間行 な っ た，

Table　1．　 Composition　of 　hydrocarbOn　medium ．

（NH4 ）2SO ・ 1．32gFeSO ボ 7H205m9

（NH2 ）2CO D．60MnSO4 ・4H202
K ｝王2PO4 2．00CoSO ‘

・7H201

Na2HPO4 ・12H 諺O3 ．00pH 7．2

MgSO ・
・7H ・0 0．20

Na2CO3 0．10Tap 　water 1♂

CaC12 ・2H20 10  Hydrocarbon1 ．0％
　 （v ／v ）

　培養はすべ て28℃で 振盪培養法に よ っ た．まず ， 大

型試験管 （2× 15　cm ）に 炭 化水素を1．o％ （v ／v ）含む

上述の 培地10 皿 1を分注 し，保存培養か ら種菌を 1 白

金耳接種し，4 日間振盪培養 （振 巾2．2   ユ，190往復／

分）後遠 心 分離 （3000　rpm ，10分）に よ り集菌 し，生

理的食塩水 で 1 回洗浄遠沈後，生 理 的食塩水で 原容積

に し，こ れを接種菌液 と した．本培養は 500ml容坂ロ

フ ラ ス コ に 培地 95エn1 を入れて殺菌 し冷却後，上記接

種 菌液を 5　ml ずつ 接種 し振盪培養 （振巾6．5crn，115

往復／分）を行ない 最大増殖時 （通常約10日 ） を培養

最終点とした．

　培養終了後培養液を遠心分離 （6000　rpm ，
30分）し

て 菌体と上清に分 け ， 菌体量測定 お よ U
’
　Bn 分 析 に供

した，得られた 湿菌体の 水分は 約82 ％で あ っ た．

　 2． Bn の 抽出と定量　 上述 の 操作で 得 られ た菌

体お よび 上清中の BiSは常法
3・4》に よ り　Escherichia

coli　215 に よ る微生物定量法を採用 した，

実 験 結 果

　1， 数租細菌に よる炭化水繁資化と Bt2生産　　3

種 Pseud一 属細菌，　MycChacteriunz 　 smeg ・

matis 、　 Necardia　gardneri に よ る．炭索数LO〜18の

n
一パ ラ フ ィ ン の 資化性と Bn 生産をブ ドウ糖 （炭化水

素の 代わりに 1 ％ （w ／v ）添加）培地を対照 と して 検

討 した．

A ．　」謄．aureofaciens の ばあい 　　Table　2 か ら明

らか な よ うに ，
Clej　 Cl ・

，
　 Clt

，
　 C ・6，　Clfの n一パ ラ

フ ィ ン で は菌体収量，
B・2 ともに良好で ，

　 B エ2 につ い

て は ケ ロ シ ン ，ブ ドウ糖よ りもす ぐれ て い る．菌体量

で は C ：；，Bn で は Clxの η一パ ラ フ ィ ン が特 に 良好で

あ る．菌体収量と B ・、 生成量との 間 に 近似的な相関性

が 認 め られ る． ま た n 一パ ラフ ィ ン の種類に よ っ て 異

な る が， 菌体外すなわ ち培養液中へ の多量 の Bn の排

出が認め られる．

B． Ps．　 ovalsi 　の ば あい 　　Table　 3 よ り，　 Ci。

すな わち 1trClecane のにあい B ユz 生成は顕著 で そ の 半

量以上は培養液中に 存在し， 炭素数の増加と と も に

BtZ 生成 は 低下す る こ とが 認 め ら れる．一
方菌体収

量は Cls．．：e の n 一パ ラ フ ィ ン の ばあい ブ ドウ糖 よ り良

好で ある，

C． Ps．　aerttginesa の ばあい 　 Table　4 よ り，こ の

Table　2．Utllization　of　hydmcarbons　and 　vitamin 　B ユ2

productiOn　by　Ps，　aureofaciens ．

Vitalnin　BΣ2　in
Carbon　 gou ：ces

　1％（v ／v ）
騰譱 　 Cel蛉

（μ9／100皿 1）
Supematant
（μ9〆100ml）

n−Decane
n −Undecane

n −Dodecane
n −Tridecaロ e

n −Tetradecane
n −Pentadecane

n −Hexadecane

n−Heptadecane
n −Octadecane

Keτosene

Glucose 1

0．3300

．40SO

．1980

．1030

．1030
。2140

．2680
．3440

．3340

．0730

，532

1．200

．901

．550

．560

．　330
．250

，690
．490

，620
．760

．73
〜

0．611

．192

．10

  ．300

．420

．321

．190
．940

．260

．570

．30
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Table　3．Uti地ation 　 of 　hydrocarbOns　 and 　vitam 血 B13
productio ロ　by　Ps．　avalis ．

Vitamill　B13  

Carbon 　sou ：ces

　 1％（v／v ）

Ce11　yields
（dry　basis）
（9／100ml）

　　CeUs
（μ9／100ml）

Supernatant
（μ9／100皿 1）

n −D   cane

n −Undecane

n
−Dodecane

n −Tridecane

n −Tetradecane

π
一Pentadecane

n −Hexadecane

n −Heptadecane

n
−Octadecane

Ke：osene

Glucose

0．3060
．3570

．2150
．272

　 xO

．2050

．7830
、9120

，7240

，5650

，0460
．505

3．621
。141

．720
．700
．710

．310
．530

．29e

．360

．120

．23

4．OOO
．390

．720

．450
．390

．360
．360

．310

．280

．100

．32

Table　 4．UtiliZatio旦 of　hydrocarbOns　and 　 vita ：ロ in　 Bユ2

production　by　Ps．　cvaruginesa ．

n
−D   ane

tl−Undecane
n −b” Sodec

　ane

n ・・Trまdecane

n −・Tetradecane
tl▽ Pentadecane

n −Hexadecane

n −HePtadeeane
n −Octadecane

Kerosene

Glucose

0．2000

．2040
．　0760

．0430

．0590

，0890

．0660

，0790

．3570

．e730

，472

O．181

．380
．500

．450

，550
．550

．791

．002

．8DO

．620

．82

4．502

．502
．401

．752

．701

．482
．052

．004

．001
。484

．00

菌 の ばあい 一般的に い っ て菌体量 は低 い Pt　B1，量は高

く， 特に n −decaneと n −・octadecane のば あい 顕著 で

ある こ と， および生成 B地 の大部分 が培養液中に存在

す る こ とが注 目される，また菌体収量 と BI2量 との 間

に ほ ぼ 相閼性 が 認め られ る．

D ．　ハ憂yσ．smegmatis の ば あい 　　 Table　5 よ り，

Bn に っ い て は，　 C ，。，　Cls，　C16 の ”
一パ ラ フ ィ ン が 良

好で 大部分菌体中に 存在す る こ とが 認め られ る．一
方 ，

菌体 収量 は π
一
  tadecane を 除 き全 般的 に 良好 で あ る

こ とか ら ， この菌 の 炭 化水素資化性 の 良好で あ る こ と

が うかが え る，

E．　Necardia　gardneri の ばあい 　　Table　 6 よ

り，
Bn に っ い て は Clo、n ，

　 Cls の n一パ ラ フ ィ ン が

良好 で あるが相当量培養液中に 存在す る こ とが 認め ら

れ る。さ らに ，炭 素数 が偶数 の n一パ ラ フ ィ ン の ばあ

い ，奇数 の ば あい よ り良好 な傾陶がみ られる．資化性

す なわ ち菌体量 の点で は特 に顕著な傾向は 認 め られ な

い．
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Table　5．IJti1吻 tioロ of 　hydroca】rbo η s　and 　v …ta：ロhl　BL2

pmductlon　by 晦 α 油磯 rium 　5η  祝 鋤 3．

Vitamin　B ユ2　in
CarbQロ sources

　 1％（v ／v ）

Cen　yields
（dry　bas治）
（9／100ml）

　 Cells
（μ9／100皿 i）

Sup  atant

（P9／100ml）

n−Decane
n −Undecane
n −Dodecane

n
−T血decane

n −Teradecane
n −Pentad  ane

n −1ヨ【exad   ane

n −Hqptadecaロ e

n
−Octadecane

Kerosene
Glueose

O．4630

．4980

．4720

．8050

．4990

．4060

．6080

．4690

．2440

．0760
．469

2．500

，430
．622

．350

．340

．551
．320

．570

．310

．590
．82

0．380

．110

．300

．290
．520

．510
．220

，370

．47L100

，40

Table　 6．Util三zation 　of　hydr  arbons 　and 　vitamin 　B12

producation　by　Nocardia 　gardneri ．

Carbon　sourees

1％（v／v ）

n −Decaロe

n −Undecarre

n −Dodecane

n
−T ：id  ane

n −・Tetradecane
n −・Pentadθcane

n
−Hexadecane

n −Heptadecane
n −（辷tad   ane

Kerosene

Glucose

Cell　yieldS

Edry　basis）
9／100ml）

0．2580
．2810

．1520

，1780

，3440
．3340

、5290

．0950
．2570

．0950

．281

Vitarnin　B12　in

　 Cells
（P9／10〔  1）

4。3eO

．910
．730

．410

．130
．902

．180

．721
。250

，130

．55

Supernatant
（M9／100rnl）

2．103
．163

．02G

．361

．000
．502

，200
．561

．010

．410

．73

　2． Ps．　 aeruginosa に よ る B ・2 生産に およ ぼす

諸条件の 影響　　上 記 5種 の 供 試菌 を 試験条件 で 培養

し たば あ い 生成 Biaの 相当量が 培養液中に 存在 した．

特 に顕著で あ っ た PS，　aerttginosa に つ い て n
−decane

を炭素源 とした ばあい
， 諸種 の 条件の 菌体収量 お よ び

生成に 及ぼ す影響を 検討 した．

A ． 培養時間 と BiS生成　　炭化 水素培地で 生成 し

た Bエ2 の 相当量 が培養液中に 排出され た．そ の 原因 の

1 っ と して ，炭素源 として の 炭化水素の 利用 に 時間が

か か る ため ， すな わち培養期間が 長 い た め菌体内で生

成 した結合型 Bユ3 が菌体蛋白質の 変性 そ の 他の原因で

結合 が切 れて 培養液 中に 排出さ れ た と推測され る の で ，

B ・2 生 成 の 時閲 的経過を検討 し た．

　Fig．　1 よ り， すで に培養 の初期よ り培養液中に 存在

す る が培養時間の 経過とともに B ・2 生成が高ま る ほ ど

培養液中へ の 高い 分布が 認 め られ る．

B ．窒素源の 効果　　窒素源 と して一般 に 用 い られ る

無機 の ア ン モ ニ ウ ム 塩の ほ か ， 有機の 窒素 源を 加え 9

種類 に っ い て O．　1％
’
，0，5％ （w 〆v ）の 2種類の 添加量

で 7 日培養 （増殖最大）で 検討 した．酢酸 ア ン モ ニ ウ

N 工工
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Fig．1．　 Time　course 　of 　vitam1n 　B 【2　fo皿 ation 　by

Ps．　aer
・
as・inosa．

一 ●− 　　pH ；　
一

ロ
ー

　　Cells；
一一一

〇
一一一　Totaユvita 皿 in　Bl2；

一一一
〇
一一一　 Vitamin　Bn 　in　the　cells．

ム
， ポ リペ プ トン，NH4H ，PO ‘ 以外 の 窒素源の ば あ

い O．5％添加 で 特に 効果 は認められな か っ た の で 0．1％

の ばあい の 結果を Table　7 に 示 した

　0．1％添加 で は NH ・NO ，，尿素，カ ザ ミノ 酸，ポ リ

ペ プ トン が 良好で あ っ た．NH ，H2PO ， ， 酢 酸 ア ン モ ニ

ウ ム の ば あい 0．5 ％添加で 生成 Bn 量 は 2 倍以上 に ，

ポ リペ プ トン の ば あい そ れに 近い 増加を示 した．

　 PS．研 μg 伽 5α の ア ミ ノ酸あ るい は ビ タ ミ ン要求性

は明らかで ない が 天然 の 窒素化合物が有効 （Tableの

で あっ た の で ，
さ らに酵母エ キ ス に つ い て 比較検討 し

た とこ ろ，生成 Bn 　Wc は特に 顕著な影響は な い が菌

体増殖 の 促進と生成 Bt2の 菌体内保持 に効果 の あ る こ

とが 認め られ た，酵母 エ キ ス 添加量と菌体収畳 お よ び

生成 B12との 関係を Table　8 に示 した．0．1％添加で

上記の 効果が 顕著で あ る．

　 次 ぎに 炭素源と して の n
−

（lecaneの 代わりに 3種類

の n −・パ ラ フ ィ ン 混合物P −4 （三 井石油化学）， P −10

（三井石油化学），
KN −1 （鐘渕化学）を用 い たばあ

い の 酵母エ キス の効果を 検討 した．Table　9 に 示 した

よ うに P −4， P −10 ，
　KN −1 の い ずれも菌体収量 ，

　 B 、、

量 に顕著な効果が認め られ，一
方酵母 エ キ ス の存在は

そ の い ずれ に も特 に 効果は認められな い が 生成 B12の

菌体内保持に は有効 と認められる．

C， 界面活性剤 の 効果　　基質の 炭 化 水素 は水 に対 し

ほ とん ど溶解性をもたな い か ら界面活性剤の 使用 に よ

る 乳化促進で 炭化 水素 の 資化 速度の増大が 期待され る．

そ こ で 非 イ オ ン 性な らび に イオ ン 性界面活性剤11種類

に つ い て検討した，添加量が多い ばあい （0．1％） 菌

の 増殖抑制 が認められた．O．05％添加 の ばあい の 結果

を Table 　10 に示 した．

　一
般的 に，非イオ ン界面活性剤は適当な添加量で は

菌体増殖 に は 有効 と考え られ る が BIt生成に は あまり

顕著な効果 は期待 で きない．

D ．硫酸 コ バ ル トの 効果　　B12生成に培地中の コ パ

ル ト含量 が影響を お よ ぼ す こ とが 当然考 え ら れ る．

Table　7．　Effects　of　various 　 nitrogen 　sources 　on 　the

　 　 　 　 utilization 　 of　 n
−decane　 and 　vitamin 　Brs

　　　　 production　by　Ps．　 aeruginosa ・　　　　　　　 Table　8，

Nitrogen
　 　 　 sour （：es

0．1％ （w ／v ）

（NH ‘）2SO4

NH ‘NO3

NH4H2PO ，

NH ．Cl

（NH2 ）2CO

CH ，COONH ，

Casamino　acid
Polypepton

Cell　 yields
（dry　basis）
（9〆100m玉）

O．0160

．0180

．0180

．　0110
．　0110

．elSD

．0360

．021

Vitamin 　Bn 　in

　 Cells　　　Supernatant
（μ9／100ml） （P9／100ml ）

0．0920
，0320
．0270
．0100

．0140

．0500

，0640

，215

0．941

．570

．861

。252

．101
，051

．88L68

EffeCts　Of　yeaSt 　eXtraCt 　On 　the 　UtiliZatiOn

of 　n
−decane　and 　vit εm 血 1　 B エ2　production

by、　Ps．　aerzaginosa ．

Vitamin 　B 夏2　in
Yeast　 extract

（m9 ／100 ：nl）

Cell　 yields
（dly　bas捻）
（9／100m1）

　　Cells
（μ9／1001nl）

Su1  atant

（ρ9／100ml）

　 010501002505000．0870
，0800

．1180

．1290

，1590

．237

0．18e
．711

．451

．741
．391

．18

1．691

．190
．400

，100

，330

．27
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Table　9・　Effects　of　yeast　ext：act 　on 　the 　utilization 　o 正 hydr冒

　　　　　　  arbon 　mixtures 　a ロd　vita 皿   Bl2　 product三〇 n　by
　　　　　　 Ps．‘昭rugin σ砌 ．

Vitamin　Bエ畧  
Carbon　sources

　　1％（v／v）

Yeast　ext，

　　（％）

Cell　yields
（dry　 bas沁）
（9／100阻 1）

　　Cells
（  ／10QmD

Supematant
（尠9／100ml）

π
一D   ane

00

．1

0．0870

．129
0．221

，50

1．590
．20

P−4i》 　

100

0、5090

，762

11．012

．2

0．250
．14

P −10a） 00

．工

0，3690
．599

じ

0

匚

U709

o．220

．07

KN −1の 　

100
10

．5580

．654
8，79
，0

1．450
．28

1）P −4contains　mainly 　 n −tridecane （40− 50％）and 　n −tetradecane
　　（3ト 42％）．
2）P −10contains　mainly 　n −undecane （40− 50％）and 　n −dodecane
　　（25−− 35％），
3）KN −1　contains 　mainly 　n −tridecane （29％），

　n −tetradecane （28％），

　　n −pentadecane　（14％），　and 　n −dodecane　（13％）．

Table　10，　 Effects　of 　various 　detergents　on 　the 　ut 丑i2at貢on

　　　　　　　of 　n
−decane　and 　vita ロ lin 　B ユ2　p：oduction 　by　Ps．

　　　　　　　 u8rug ；nosa ・

V 正tamin 　B ユ2　in
Detergents

O．05％（v ／v ）

Cell　yie1（誌
（dry　basお）
（9／10〔  1）

　　 Cdls
（μ9／100m1）

Supematant
（μ9／100ml ）

Centro！

Emanon 　3115
Nonion　S−6
Nonioロ 0−6
Nonioh　ST−221

Naimin　 S−2王5
Cation　PB −40

Emal　 OC

．T ．A ．　C ，　D

Tween　20

Tween 　 60

Tween　80

0。0860

．1500
．1190

．0930

．1000

．062
　 ＿ 3 〕

0．119

0．0860

．1400
．134

0．220
，550

．410

．200

，400
．19

0．27

0．220
．320

．21

1．401

，611

．451
．661
，581

．69

1．58

1．501

．651

．55

1）C．T ．A ．　C ．： 鋤 l　t畑 hyl　a   onium 　chloride ，
2）一

： No　growth ．
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コ バ ル ト塩 と して CoSO4 ・MtO の種 々 の添加量 にっ

い て 検討 した とこ ろ，
Ps．　aeruginesa のば あい Table

1ユ に 示 したように o．1　mg ／loo　rnl 添加の とき Blt生

成量 は最 も高 く，そ れ以上 で は菌体増殖 な らび に BtS

生成 に 阻害が 認められ る．

Table 　lL　Effects　of　cobalt 　sulfate　on 　the　prOduction

　　　　　of　 v 孟tamin　 B12　 by　 Ps．　 aeruginesa 　 in

　 　 　 　 　 n
−decane　mediUm ．

Vitamin　 B12 ぬ

CoSO4・7H20

（  ／100ml ）

Cell　yields

！誑溜 　 Ce1正s

（μ9／100瓜 1）
Supe ロ 1atant

（μ9／100m1）

0．010

、11

，010

0，7260

，7580

．6280

．237

3．312
．29

．53

．O

0．170
．140

．150

．80

E． 5，6−Dimethylbenzimidazoleの 効果　　炭 水化 物

培地 で の Br2 生合成 に 5，6−dimethylbenzimidazole

（DBI と略称） が有効 で ある こ とは， 佐橋 ら5）の Stre・

Ptomyces　sp．，　Janickiらfi）の Propionibacteri” m 　sher ’

7nanii に よ る実験 で 確認 されて い るが，炭化水素培

地 の ばあい 報告が な い．そ こで 0．1〜2．5rng〆100皿 1

の 添加量 につ い て 検討した，Table　12 に 示 した よ う

に 1．　0　mg ／100　ml の ばあい
， か な りな効果が認め ら

れた，

Table　12．　E｛壬ects 　of 　5，6−dimethylbenzimidaoole　on

　　　　　the 　vitamin 　B12　production　by　Ps，　aeru −

　　　　　 gino5a　in　n
−decan　medium ．

DBIi ）

（mg ／100皿 1）

00

，11

．02

．5

Cell　 yields
（dry　basis）
（9／100ml）

0．7580

．7750

．8070
．758

Vitamin　Bn　in

　 Cells
（pg／10Qm1）

12．213

．815

．313

．1

Supematant
（P9 ／100m1）

0．140

。170
．250

．20

1）DBI ：5，6−Dimethylbenzimidazole，

考 察

　既報
1・u ）

の 　Necardia　gardneri ，
　 MPtcChacterizam

smegmatis を 対照 と して ，
　Psezidomonas 属 の 3 菌種

の
， 炭素数 10〜18の n 一パ ラ フ ィ ン の資化

，
性 と B、2 生

産性を 検討 した．検討 の 条件 として は， 緒言 に記述 の

観点か ら培地組 成 ， 培養条件 など，
で きる だ け簡単な

もの を採用 した．したが っ て得 られた 結果は必ず しも

それぞ れ の微生物に と っ て 最適条件下 で の もの とは い え

ず ， 条件の改良に よ りさ らに 結果 の 向上 が 期待で きる．

　 5種の 供試微生物 に よ る ， 炭素数10〜工8の π
一パ ラ

フ ィ ン の 資化性 に つ い て一般的な規則性を結論 づ け る

こ とは 困難 で あ る が ，
n −decane

，
　n −undecane

，
　n −hexa・

d  ane は比較的良好で ，
　 n

−−tridecane ，　n −pentadecane，

n −・heptadecaneも徴生物 に よ っ て は資 化 良好の ばあ い

もある．

　 現在で は， 微生物に より生合成された B12は菌体内

で い わゆ る補酵索型 （結合型） と して 存在す る こ とが

認められて い る．とこ ろが 炭化水素培地 で は ， 従来の

炭水化物培地 の ばあい と異なり， 試験 した どの 菌種 に

つ い て も生成した BiSの か なりの 部分が培養液中に 存

在 した．こ の 傾向は福井 らの 結果 とも一致する．この

原因の 1 つ として ，培地 に添加 され た炭化水素 の 資化

利用 に 長時間を要す る こ と， さ らに比較的簡単な培地

組成 に よ る不充分な栄養条件の た め増殖 に時間を要す

る こ となどの た め ， 菌体内で 生成した補酵素型 Bn の

結合が 切 れ て培養液中に移行 した もの と推測 さ れる．

菌体内の B・2 の形態に つ い て は補酵業型検討 の常法T）

に 従 っ て抽出， 精製後 ， ろ 紙電気泳動法 （pH 　2．5，
7．5

，
11．0）で 分画後 ， 微生物法 （E ．　cegi 　215）で 検出

し cobalamil 　 coenzyme と推定 した．

　生成 した B12 の 菌体内と培養液中に お ける分布状況

は微生物とn一パ ラ フ ィ ン の 種類 に よ っ て 異な り明確な

関係を 引き出す こ とは 困難で ある，全 BB2量 と菌体収

量 の 2点か ら考え る と Ps．　 aureofacie π s の ば あい は

n −deeane
，　n −und   cane ，　n −dOdecane，　n

−hexadecaneが ，

Ps．　ovalis で は n −decane
，
　n −dodecaneが ，　 Ps．　aer’u・

ginosa で は 舮 d  ane ，　n −undeoane
，
　n −octadecane が

良好な炭索源と考 え られ る．翫 α r ゼα gardneri ，

Mycabacteritim　smegrnatis 似 まあい 福井 らの 結果と

必ず し も一致 しな い が ，
こ れ は 種々 の条件の 相違 に よ

る もの と考え る．

　検討 した 5 種 の 微生物 の うち Ps．　 ueruginosa は 二
，

三 の 炭化水素 の ばあい を除 き菌体収監は最少で あるの

に 対 し，Bn は最良で ， しか も大部分培養液中 に存在

す る．そ こ で 種 々 の添加物 ， 培養条件 の 改良 に よ る 菌

体収量の 増加 と生成 Bn の 菌体内保持を 検討した．ま

ず窒素源として 試験した 9 物質の うち尿素 ， カザ ミノ

酸 ， ポ リペ プ トン は添加量 0，1 ％で Bn 生成 に 有効で

あ っ た が添加量 O．5 ％で は ポ リペ プ ト ン で 増大 した 効

果 が認 め られ た ほ か酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム （O．1 ％添加未

検討） に 著効 が 認め られ た．前者 に っ い て 0．01〜1．O
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％ の 各種添加量に つ い て 検討 したとこ ろ0，5％で最高

の菌体収量 と B12量を得 た．　 PS．　aeraginosa は炭素

源 として 酢酸 を も利用 で き る こ とか ら ， 酢酸 ア ン モ ニ

ウ ム が炭素源および窒素源 として利用された もの と推

測 され る．有機天然窒素源 として カ ザ ミノ酸 （0．1％），

ポ リペ プ ト ン （0．5％）， の ほか 酵母 エ キ ス （0．1％）

が菌体増殖な らび に Bll生成 に 著効を示し， しか も生

成 BiSの 大部分が菌体内 に保持 され る ζ とは注目に値

す る．

　界面活性剤に つ い て は検討 した筧囲内で は期待 した

効果 は得られなか っ た．

n 一パ ラ 7 イ ン源として 石油化学工場で 副生 され る n一

パ ラ フ ィ ン混合物に つ い て検討 したとこ ろ ， P −4 の

ばあい菌体，
Bu 生成に著効があ っ た．主成分の n

一

パ ラ フ ィ ン （およ び 含有量） そ の もの の 効果か他 の 少

量 ， あるい は微量成分 の 影響に よるのかは不明で ある。

　硫酸 コ バ ル ト，
DBI の Bll生成へ の効果 は他の B ，t

生産微生物の ばあい と同 様 ， 当然 考 え られ る と こ ろで

あろ う．

総 括

　 3 種 の Psetttiomonas属細菌の n 一パ ラ フ ィ ン 資化

性と B12生産性を既報 の Necm’dia
，
　MgeChacteri’um

の そ れぞ れ 1菌種を 対照として検討 した．微生物の 種

類と n 一パ ラ フ ィ ン の 間に資化性と BiS生産 に っ い て

相関々 係は 認め られない が，簡単な n 一パ ラ フ ィ ン 培

地 で は生成 された B12の 大部分は培養液中に移行 し存

在す る こ とが認められた ・ Ps．　czeruginosa に つ い て

さらに詳細な検討を行なっ た結果，適当な窒素源，特

に 天然物窒素源の カザ ミノ 酸，ポ リペ プ トン ，酵母 エ

キ ス
，

お よ び 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム の 効果は顕著で あ っ た．

界面活性剤 に つ い て は特に 期待 した結果 は得られな か

っ た．純 n
一パ ラ フ ィ ン の 代わりに 混合物を使用 し好

結果 が得 られ た．コ バ ル ト塩お よび DBI もB 、2 の 前

駆体 として B12生産 に有効で あ っ た．

　本研 究 の 要 旨は 日本 ビ タ ミン 学会第20回大 会 （昭 和 43年 4

月，高 知市） で 発衷 した．本研究に 供試 した 5 種 の 徴生物 を

分譲 くだ さ っ た 財団法人発酵研究所，および 舞一パ ラフ ィ ン

混合物を ご供 与い ただ い た三 井石 油化学 工業 株式会社 な らび

に 鐘淵化学工 業株式会社に深謝 し ます，

文 献

1） 藤井，清水，福井 ：本誌，44，185 （1966）．

2）　Fukui
，
　S．，　Shimizu，　 S、，　Fujii，　 K ．．： J．　Femaent，

　　 Technel．， 45
， 530　（1967），

3） 池田 ： ビ タ ミン ，10， 268 （1956）．

4） 上久保 ：ビ タ ミン
，
11

， 43 （1956），

5） Sahashi
，
　Y．，　Mikata，　M ．，　Sakao，　H ．：Bttll　Chem ．

　　Sec．　Japa皿 ，
23

，　247　（1950）．

6）　Janicki
，
　 J．，　 Pawelkiewicz，　 J．：Acta　Biochem．

　　Palon．，1，　307　（1954）．

7） Kato，　K．，　Hayashi，　M ．，　KamikubQ，　T ．： Biochim．

　　Biophys ．　Actag　165，　233　（1968）．

　　　　　　　　　　　　　　　（昭44．5，12 受付）

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


