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Studies　on 　 Factors　 to　Promote 　Acetic　Acid

Fermentation　by　Acetobacter　rancens 　（1 ）

　　　Yasuyo　Hijikata，　Mitsuo　Takano 　4nd　Gyozo　Terui

（Department 　of 　Ferrnentation　Technology，　Facult￥ of 　Engineering
，

Osaka 　Unive；sity ，　Suita，　Osaka ）

　　　Yeast　extract （YE ）．possessed　factors　to　shorten 　the　lag　time　 and 　to　 promote 　alcohol ．

oxidizing 　activity 　in　submerged 　cultures 　of イ4‘ etobacter プ ancens ．

　　　These　fa（rtors　were 　shown 　to　be　resistant 　to　 a 　 heat　 treatment 　at 　120 °C　for　 30 皿 inutes
with 　the 　pH 　at　both　2　and 　g　and 　dialytic　through 　a 　cellu 正ose 　membrane 　made 　by　the　Visk．

ing　Co皿 pany．

　　　An 　 effective 　fraction　was 　isolated　from　YE 　with 　96％ （v ／v ） ethanol ．　 This　extract 　 was

then　precipitated　by　 adding 　ethyl 　acetate （YEE ）．

　　　Another　extra （tion　was 　also 　effected 　by　pyridine　 or 　acetone ．　The　aqueous 　solution 　of

YEE 　was 　treated　with 　acetic　acid （0．2M ） and 　aCtive 　 charceal 　to　r   ove 　impurities； the

charcoal 　treated 　fraction　 was 　designated　as　the　fraction（1），　wh 三ch 　 was 　 further　fractionated

into　two 　 parts　 by　treating　 it　 with 　 anion 　exchange 　resin 　 Dowex 　IX2 ，　 namely
，
　the　resin ．

unadsorbable 　fraction　（la）　and 　the 　resin ・adsorbable 　fraction　（ld）．

　　　The　latter　was 　eluted 　by　dilute　acetic 　 acid 　 solution ．

　　　The 　effect 　of　these　two 　fractions　was 　relatively 　low　when 　added 　singly
，
　but　as 　high　as

that　of 　the 　 fraction（1） when 　added 　in．combinatlon ，　i．　e．　these　factors　acted 　synergisticaHy ．

By　 the　combined 　 use 　 of 　these　factors
，
　 aoetic 　 acid 　 fermentation　 in　a 　well −de丘ned 　medium 　 was

promoted 　remarkably ，　i．e．　the　lag　time　 was 　 shortened 　 significantly 　 and 　 the　acid 　 pr（xluction

rate 　per　cell　was 　considerably 　enhanced ．

　　　The　physiological　 action 　of 　these　factors　seems 　to　be　of　interest　from　 the　 viewpoint 　of

e飴 ciency 　of　energy 　metabolism ．

緒 論

　酢酸
．
菌の あ る もの は 生長 素 を要 求 す る こ とが 知 られ

て い る．Rao，　Stokes1） らが Acetobα cter 　rancens
，
・A ．

ntelanegenum は 合成培地で は 増殖 しな い が ， 酵母

自己 消化物，肝臓 エ キ ス また は ペ プ トン を 与 え る こ

と に よ り，増殖を開始す る こ とを示 した．彼 らはそ の

有効 因 子 を 追 求 しそ ， 還 元糖ま た は そ の 関連物質で あ

る こ と を 明 らか に し，か つ ，そ の 作用 は 発 育開始に と

っ て きわ め て 有効 で あ る こ とを示 した．

　Goldman2》 は ，
　 A ．　gJttconicum の 場合，酵 母自己

消化物中の 有効区分を追求 して い るが ， そ の 実体 は ま

だ 明らか に され て い な い。

　著者 ら
D

は，A ．　rancens につ い て 研究 し，既 知 の

微 生 物生 長素の 大部分 （ビ タ ミン の み な らず核酸関連

物質，ヘ ミ ン 化．合物， ア グ マ チ ン ，カ ダ ベ リ ン ，メ バ

ロ ン 酸 な ど）を．単独 ま た は 組 み 合わせ て 添加 して も増

殖，醸酵 の 誘導期が 著 し く長 い が ， 酵母エ キス （以下
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YE ） を添加すると， 誘導期短縮 に著 しい 効果の ある

こ とを認 め た ．

　さ らに こ の YE の 誘導期短 縮効果物質を 追求 した

結果，こ の 物質は単 に誘導期を短縮す る だ けで な く，

酢酸菌 の エ ネル ギー代謝 に対 して き わ め て 著明な 作用

を す る こ とが 判明 した．す な わ ち 単位増殖量当りの 力

源代謝 エ ネル ギーを増加せ しめ る効果を持 っ て い る物

質 で あ り， 酢酸醗酵 の 収率を高め る方向に 作用す る こ

とが 分 か っ た の で ， そ の 有効 区 分を 分画 しか つ そ の 作

用を明 らかに すべ く研究 を進 め た．

実　験 方 　法

1．　供与菌株　　自然 界 か ら選 択分離 した 深部培養 に

適す る酢酸菌の 中． A ．　rancens の
一株S） を供与す る

こ とに した．

2． 培地組成　　標準培地およ び 基本培地 は Table　1

に 示す．こ の 組成 は Raoi）
の 培地組成を参照 した．

Table　L　 C。 mp ・s三ti・ n ・f　basal　 mediun （in　100　ml

　　　　 medium ）．

Ethano レ …………・・…・………・・5m 弖

（NH4 ）2SO ， 　
……・……・・…曁曁・…0．1　g

Casamino 　acid ・・……・…………0．59

　（vitamin 　free）
Salt　 so 旦ution 　 A ＊ …・・………・…0．5　ml

Salt　 solut 三〇n 　 B ＊＊ ・・・・・・・・・・・・…　一・0．5　ml

Vitamin　 mixture

　　40Pg 　each 　of 　th三am まn （B正），　ribOflavin 　（B2＞
　　nicotinic 　 acid （NA ），　 and 　 Ca−pantσヒhenate，
　　80咫 of 　pyridoxine（B6），10 μg　of　p−amin ひ

　　bellzoic　 aeid 　（PABA ），1μg 　 of 　 folic　 acid ，

　　0．1 μgof 　vitamin 　Bs2，0．04 μg　 of 　biotin
，
　a 且 d

　　O．5rng 　of 　inositol

　Distilled　 H20 　to 皿 ake 　 up 　 a　 vo1 ．　 of　 100　ml

（adjusted 　to　pH 　5．5〜6．0）．

　 ＊Salt　 solution 　A

　　　　KH ，PO4 ……・…一 ・・一…− 50　g

　　　　 K2HPO ｛
……・・…………・…… 50　g

　　　　 H20　　・匸・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　一一・一・・…　500　m1

　 ＊＊Salt　 solution 　 B

　　　　 MgSO4 ・7H20 − 一…・・一 …・20　g

　　　　NaCl ・・…・…『・P・…・…・…・…・− lg

　　　　FeSO ，7H ，O ………・・…・・…・・…　　1　g
　　　　 MnSO4 ・4H ，O ……一…・・一一

　lg

　　　　HC1
，
　concentrated − ・一…… 1ml

　　　　 H20 − ……・國』…一・一・・……… 500　ml

Composition　 of　 standard 　medium ： basal　 mediu 皿

containing 　1．5彩 yeast 　extract ．

基本培地に YE （大五栄養化学 K ．K ．製）L5 ％ を 加

え た もの が 標準培地で あ り YE 分画区分の 効果を調

べ る堵合 ：ま，原酵母エ キ ス 1．5％ 相当とな るよ うに 加

え た．

　ま た ， 初発 pH は ， 4〜 7の 間で は余り結果 に変化

が なか っ た の で pH 　5，5〜6．0 に 調節 した．

3． 菌体量　　光電比色計 （Beckman．　DB 型） に ょ

り波長 660m μ で 濁度を測定 し標準曲線と比較 し菌体

量 （mg ／ml ）を求 め た．

4． 酢酸量　 主 と して O．　1　N 　NaOH の
、 培地 1 衄

中の 滴定酸度 （ml）で 表 した．な お生成 した酸 が ほ と

ん ど， 酢 酸 で あ る こ と は予備実験 の結果明 らか で あ っ

た．

5．　 そ の 他　　カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ に お い て 流出

液 の ア ミノ酸 および関連物質は ニ ン ヒ ド リン 反応法 に

よ る発 色 の 後， 570m μ で そ の 吸 光 を 測定 し，ま た，

核酸関連物質 は 260 皿 p の 吸光で 測定した．

　　　　　　　　 結果および考察

1． YE の 効果お よ びその 安定性　　基 本 培地 を対

照 と し，こ れ に YE 　1．5％を加え て そ の 効果をみ た の

が Fig．1 で ある．明 らか に YE は酢酸菌の 増殖 と生

酸を 著 し く促進 す る こ とが 分か っ た．

　
　
　
　

　
　
　
　
　
　
　
　

O

　
　

ρ
　
　
　
　’
　
　

O

　
　

　
　
　

　

　
　

　

ミ
EO

給｝
d．
O

ξ
32

¢

† Y．E．q、5％ 1

　 　 o 討 rol

tQ　 　 2く〕　 30
11me　inhr．

＋Y．ESI．5％ J

Centro「

0　 　 10　 　 20 　 　50
　 　 　 Time　in　hr．

一
E

丶→
ε
＝

Q
芝
Z賢．
O
、

忠

運
Q
く

　

　

　

10

　
　

5

　

　
0

Fig．1．　 E鉦ect 　 of 　 yeast　 extract （YE ）　upon 　the

　　grQwth　and 　acid 　production　by　A ぐ8，0うαぐ’8プ

　 　 プan ‘en5 ．

Control； Basal　med 正u 皿 ．

　 YE を H2SO ‘ で pH 　2 あ る い は Ba（OH ）！ で pH

9 と して ， そ れ ぞれ 120℃ 30分保 っ た 後，それぞ れ

に相等量 の Ba（OH ）2 あ る い は H2SO4 を添加 して 沈

澱 除去 し基本壇 地 に 添加 して 生 酸性の 効果 を調 べ た．

Fig．2 に 示 した よ うに， い ずれ の 処理 に よ っ て も，

YE の 効果が失われて ない こ とが分か っ た．すなわち

， 本有効成分 は 酸 ， ア ル カ リお よび熱に対 して 安定 で

あるこ とが示唆 され た．

2． YE の有効成分の 抽出および分画

A ．YE 溶媒抽出物の 効果　　YE をで きるだけ少量

の 水．に と か し　（pH 　 5．5），　 YE 　と 等重量 の Hyfio
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憙、ニミ占゜ Fig ． 3，　Extraction 　of　 effective 　factor （
om 　 YE） 　　w玉 th 　 various 　s

vents ． 　　　　　− ecldity 　　　　 　　

ogrowth 　　A：Ethyl 　ether 　B：Ethyl

acetate ． 　　 C： Chloroform ，　 D ： Aceton．

E ： Benzen ． 　　 F ； Pyridin ．

　G ：EthanoLSuper − Cel を加え た後種 々の 溶媒に

りs 　 96 ％（ v ／ v ） 溶媒抽 出を 行 なっ た 、Fig ，

ﾉ 示すよ う に エタ ノ ール ． ピ 1 丿 ジ ンな どの 抽 出 物

， YE を 加え た標準培地 に較 べ 増 殖に対 する効果

劣るが， 生 酸に

しては著しい 効果があ っ た ． 　な お 参 考
ま で

抽出残渣 に つ い ても調 べ たが，こ れ は原

母エキス に 較べて 効 果 は 劣っ ていた． B ．YE の

％エ タノール抽出 時 の pH の 影 響　 濃 厚
な

溶
液

を
氷

酢

， アン モ
ニァ等 で pH 　3 ， 4 ，7 ， 9 と して， 9

塔G タノー ル抽出を行 なっ た．抽

区分の 添 加 効 果 はFig ． 4 に示した ． 　 す

わち ，そ れ ぞ れ のpH での抽出物の 効果 の 差は さ

ど大 ではなく ， と くに

酸度 の 最 大 の 時
期に は ほ とん ど 差 が な か っ た ．

@YE のエ タ ノール 抽 出物 に 酢酸 エチルを 加 える と 沈

澱が 得 ら れるが ，こ の沈澱 の中に 有効成分のあ ること

ｪ 分 った（ 以下この区 分を YEE

す る）．　YEE を 得る過程を Fig ．5に示した． 　〇 　 　
　　　　　　　　　　　　一」．＿一　　　　　　　　＿− 　　O　　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 IO 　 　　　　　 　　　　　　

2〔ン 　　 　　　　　　　　 　　　Time 　In　hr ． Fig．4．　Effect 　 of 　e

anol　extract 　ebt

ned 　 from 　YE 　　at 　various 　 pH ．
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C ．YEE の活性炭 に よる精製 あらか じめ ， 02M

酢酸で 処理 した 活 性 炭 を ヵ ラ ム に つ め YEE 溶液 を

処理 した．原酵母 エ キ ス 19 相当量 に対して充填容量

8m1 の 活性炭を使用 し， 流出液 の 効果を調べ た 結果

を Flg．6 に 示 した ．

　 すな わ ち， O．2M 酢酸で 流出 して くる 260m μ の

．小 さな ピーク お よ び ニ ン ヒ ド リ ン 反 応 陽 性で あ る 区分

を 1 と し，
つ い で 50％エ タ ノ ール で 流出 して くる区分

を llとし， さらに 50％ エ タ ノール ＋ 1 ％ア ン モ ニ ア で

流 出 して くる 区分 を 皿 とす る と， 1の み が 生酸 に も増

殖 に もき わめ て有効 で ある こ とが分か っ た．

D ．区分 1の 陰イ オ ン 交換樹脂 に よ る精製　区分 1 の

原酵 母エ キ ス 19 に 由来す る 分量 に 対 し， 充堀容量 4

m1 の 樹脂を用い た カ ラ ム クロ マ トグ ラ フ ィ の 結果 は，

Fig．7 に 示す通 りで あ る．

　最初に水 で 流出して くる区分 （非吸着区分）を Ia と

しや や 酢酸濃度を上 げて溶出す る 260m μ 吸収 ピーク　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　
を含む区分を IC と し， さ らに 酢酸濃度 を上げて 流出

して くる 260m μ 吸収 ピーク を 含む 区分 を Id と した．

Ia，　Ic，
　Id．の 効果を調べ たとこ ろ各単独で は余り明瞭

な 作用 を 示 さな い が ，Ia と Id と を 併用 する こ と に よ

’
り， 1 と同 じ効果 を 示す こ と が 分か っ た．こ の こ とか

ら 1の 有効成分は， 陰イオ ン 交換樹脂非吸 着区分 Ia

と吸 着区 分 Id の 2 つ の 成 分 に 分 か れ，　 Ia と Id は

・相乗的効果を 示 した．（Fig．7，　Fig．8）．

3．有効成分 の 生理的効果 に おける特徴　　YE ，　 YE

E ，1，Ia　l．Id の 各画 分 に つ い て，増 殖 と生酸 の 相対的

な比較を Table　21 こ示 した． い ずれ の 画分も誘導期

短縮効果をもっ こ とに お い て 共通するが，増殖と生酸

を 分 け て 観 察す る と，精製す る に つ れ て 増殖 に 対する

効果が 減少 し生酸 に 対す る効果が ます ます 上 昇す る傾

向がみ られた．生酸促進効果 が，原酵母 エ キ ス よ り も

高 め られ る とい う こ とは，増殖有効物質 の一
部 の 除去

と ， 拮抗物質の 除去 に よ る もの か も しれな い．い ま，

生 酸 促 進効果 を 乾燥重量当 りで 表わすと，YE に 対

し YEE は 4倍，1は 10 倍に 上 っ て い る こ とが 分 っ た．

Ia十 ld に つ い て は，未 だ 決 定 して い な い が，倍率 が

さ らに 上昇 して い る もの と考え られ る．

Table　2．　 Stimulation　by　the　effective　factor　 of

　　acid ．producing　activity 　expressed 　by　P／X ．

G 「 owth （X
（mg ／ml

）
誼

h「

… 2 ・…

拙 鰡 Ha盖踏 … 2・・

P！X 5．4　　 6．1

Dry 　wt ．（g ）／100　ml 　med ．1．5　 0．38＊

0，35

2，64

7．550

．15＊

0．3

2，67

8、go

＊・Amount　 obtained 　from　l．5　g　YE ．
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F三9．8．　Synergistic　action 　of 　the　fractiQns　Ia　and

　　Id　 in　 stimulating 　 acid 　production．

要 勺糸

　A ．rancens の 深部培養 に お け る 誘導期短縮な らび

に 生 酸 を 促進す る有効因子 を YE か ら分画 した．

　 そ の 結果 ，
こ の 因子 は pH 　2 お よ び pH 　9 で 120℃

30分 の 加熱 に よ っ て も失活せ ず ，
セ 囗 フ ァ ン 膜透過性

で ，エ タ ノ
ール ，ピ リジ ン ，ア セ トン 等 に は rJ 溶で あ

り，エ タ ノ ール 抽出液 に 酢酸 エ チル を添加す る こ とIC

よ り沈澱 し，酢酸酸性で 適当量 の 活性炭 に よ っ て 不純

物 を 除去 した後，陰 イ オ ン 交換樹脂非吸着 区 分 Ia と ，

吸着 区 分 の
一

部 Id と に分 画 す る こ とが で き た ．こ の

両者は各単独 で は ， 効果 は 余 り明瞭 で はない が，併用

す る こ とに よ り，著 明 な 相乗効果を示 した．そ の 醸酵

誘導期 短 縮効果 は原酵 母エ キ ス と ほ ぼ 同様で あ るが，

増殖 に 対す る よ りも，生酸 に 対す る促進作用は ， は る

か に 大 で あ る こ と が ， 作用上 の 特徴と して 認め られ た，

　 した が っ て ，こ の 成分は ， 酢酸菌の エ ネル ギー代謝

の 様相を著し く変化せ しめ る効果が あ る もの と考え ら

れ る．

な お本 研究 の 一部 は，三 島海 運記 念 財団 の 研究 奨励金 に よ
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