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石油化学製品 の 醗酵 に関す る研究

（第 1 報） Isopropyl　alcohol 資イ匕性細 菌の 同定 に つ い て
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＊ ・富金原　孝

螺繍灘難躑翻

Studies　 on 　 the　 fermentation　 of　 Petrochemicals

（1）　 Taxonomic　Studies　on 　Arthrobacter　sp 、　 Isolated　from　Soil

Hideo　Ueyama ，　Yoshihito　Yamauchi，＊ Norihiro　Tsugi＊

and

　　　　　　　　　 Takashi　 Fuklmbara

（The　Institute　of 　Physical　and 　Chemical　Research．

Saitama； ＊Kanegafuchi　Spinning　Co．　Ltd．，　Osaka ）

Wako −shi ，

　　 Taxonomic　study 　was 　performed　on 　a　strain 　of　 soil 　bacteria　which 　 could 　grow 　in　the

mediurn 　containing 　isopropyl　alcohol 　as 　a 　sole 　source 　of 　carbon ．

　　 Although　this　strain 　is　considered 　to　be　belonged　to　the 　genus 　Arthrobacter　by　descrip−

tion　of　Bergey’s 皿 anua1 （7　th　ed ．），
　 it　does　 not 　 fit　in　 any 　 species 　 of 　 Arthrobacter　 with

respect 　to　no 　liquefaction　of　gelatin，　production 　of 　urease ，　inability　to　hydrolyze　starch 　and

production 　of　non −diffusible　reddish 　pigment．　Taxonomic 　character 　of 　this　strain 　is
，
　however

，

almost 　 consistent 　with 　that　of　A ．　rufescens 　Akiba
，
　Ueyama

，
　 Seld　et 　Fukimbara　 which 　was

reported 　by　the　 same 　authors 　previously．　Therefore，　this　 strain 　is　considered 　to　be　a　species

closely 　related 　to　A ．　rufescens ．

　　 This　strain 　assimilates 　various 　alcohols 　except 　methyl 　 alcohol ，
　 glycols　 except 　ethylene −

glycol　and 　n −paraffinic　hydrocarbons　（Cio　to　C17）．

緒 言

　近年， 炭化水素醸酵 に 関する 研 究 は多数報告 され て

い るが ， 炭化水素誘導体 と考 え られ る低級 ア ル コ
ー

ル

類を炭素源 とす る 醗酵 に 関す る研究 もかなりあ る．

Harrington　alld　l（alliol
）
，
　Johnson　 and 　guayle2），沢田

らs）は methyl 　alcohol資化性細菌 に つ い て ，緒方 ら
4 ］は

methyl 　alcohol 資化性酵母 に っ い．て
， 大亦 ら5）

，
　 Mor

and 　F 三echter5 ） は ethyl 　 alcohol 　9 化性酵母 に つ い て 報

告 し，Murooka　and 　Harada7 ）は ethyl 　alcohol，　n −propyl

alcohol お よ び n −butyl　alcohol を 炭 素源 と して 発 育 す

る土壌細菌 に つ い て 報告 して い る。

　著者 らs） は前報 に お い て 土壌中よ り methyl 　alcehol ，

ethyl 　aloohol
，
　n −propyl　alcoho1 お よ び n −butyl　alcohol

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 v・・
を炭素源として 発育す る細菌を分離し， そ の 2

，
3 の

性質を検討 した． こ の 際，同 時 に 分離 した isopropyl

alcohol を炭素源 として 発育す る 細菌 の 分類上の 諸性

質を検討 した の で ，こ れ らの 結果 に つ い て 報 告す る，

実　験　方　法

　本実験 に お い て 使 用 した 菌 株 は Table　1 に 示 す Me ・

dium−1 の培地を 径 24　mm 試験管に 10　m1 注加 し，

120℃ ， 10分間の 加圧殺菌後冷却 して 炭 素源 で ある

isopropyl　 alcohol を 無菌的 に 1vo1 ％添加 し，土壌塊

を 少量投 入 して 30℃
， 初発 pH 　7．5 で 試験管振 蘯機

（振巾4  
，
250　r．p．m ．）に より 3〜5 日間培養し， 常

法 に よ り平板培養を Medium −1 の寒天培地で お こ な

い 分離 した．
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Table　1．　 Composition　of 　basal　 media ．

Medium −1 Medium −2

Carbon　source

（NH4 ）2SO4

（NH2 ）2CO

NH ，NO ，

KH2PO ，

K2HPO ，
・12H20

MgSO4 ・7H20

CaCl2・2H20

ZnSO4・7E≡［20

FeSO ，
・7H20

MnSO4 ・7H20

Yeast　 extract

pHTotal

　 volume

10m11

。591

，51

．51

，51

，50

．30

．010
．010

．OlO

．010

．001ca

，71000m1

1… b・ n ・QU ・ce

（NH ，）2SO4

（NH2 ）2CO

KH2PO ，

Na2HPOi ・12H20

MgSO4 ・7H20

CaC12・2H20

FeSO4・7H20
NaClYeast

　 extract

pHTotal

　 volume

0 − 109 ・rmI

　 　 1，59

　 　 3，0

　 　 Ls

　 　 Ls

　 　 O．3

　 　 0．Ol
　 　 O，01

　 　 0．5

　 　 0，5

　 ca ．7−−8．5
　 1000ml

Medium −3

NH ，NO3

Yeast　 extract
KH ，PO4

MgSO4 ・7H2 （，

pHTetal
　 volume

　1．095mg

　l．090

．5ca

．7．51000ml

　分離菌株 の 同定は Bergey’s　Manual　of　Determina・

tive　Bacteriology（7th　Ed ．）に準じて お こ ない，特 に，

糖の 醸酵性 お よ び酸 化 的分解 に つ い て は 　Hugh 　 and

Ireifsonの 培地 9） を 使用 して 検討 し，生 理学的 性質は

常法 に よ り試験 した．

　分離 され た菌株の 培養 は Table　1 の Medium −1 に

つ い て ，主 と して 窒素源を検討 して え た Medium −2 を

使用 し，こ れ を 300ml 容三 角 フ ラ ス コ ｝C 　SO　ml
， あ る

い は，径 24mm 試験管 に他 の 有機化合物の 資化性を

検討す る た め に 調製した Medium −3 を 10　ml 分注し

て ，120 ℃，10分問殺菌後，前培養 に よ り得 た 菌体を

接 種 し，30QC，　 pH 　8 近 辺 で 200　r．p．m ．の rotary

shaker ， あ る い は ， 試験管振盪機で 培養した．

　菌体量 の 測定 は 日立 分光光電光度計 EPU −2A に よ

り 1   の セ ル を 使 用 して 610　mp の 吸 収を測定 して

お こ な っ た．　 吸光度 と 乾燥菌体量 の 関係は　0．10D

−・O．　025 　mg ／ml の よ うに な る，

　pH は ガ ラ ス 電 極 法 に よ り測 定 した ．

結果 な ら び に考察

1． 分離菌株の 同定　　本研究 に お い て 使用 した 菌株

の 分類学的性質を Table　2 に 示す．本菌株の 形 態 的 特

微を要約す る と次 の よ う に なる．分離菌株は多形態的

で あり，若 い 細胞 は桿状 で あり，培養 が 古 くな る に し

た が っ て 短桿状 の 細胞が 増 加 し，球形細胞 も現 われ て

くる．肉汁寒天培地 に 18hr 程度培養 した 菌体の 顕微

鏡写真 は Photo　1 の と お りで あり，細胞 の 多形態 な る

様 相 を 示 して い る．電 子顕微鏡写 真 を 示 す と Photo　2

の よ うに な り， 細胞 の 分裂様式 と して の snapping が

明 らか に 観察され る．本菌株 は グ ラ ム 陽性菌で あ り，

運 動性な く，胞子 の 形 成を行 な わ な い，菌体の 色 調 は

橙赤色 で あり，色素を 培地中に拡散 しな い．本菌株 の

生 理 的性質 は次 の よ うに 要約 で き る．硝酸還 元を 行 な

い ，methyl 　red 試験，　 Voges ・Proskauer 試 験 ，
　 indol

の 生成， お よ び ， 澱粉の 加水分解 は 陰性で あり，NHs
，

H ，S ，
　urease お よ び catalase の 生産を行な う．

　Celluloseは 分解 しな い ．さ らに，硝酸塩 お よ び ア

ン モ ニ ゥ ム 塩を 唯一の 窒 素源 と して 利 用 し ， ま た ， ク

エ ン 酸を炭素源と して 利用 し うる．こ れ らの形態的，

な らび に ， 生 理 的 性 質 を 考 慮 す る と 土 壌 起 源 の

Coryneform　bacteriaに 属す る もの と考 え られ， そ の

中で も Bergey’s　MAnual （7th　Ed．）記載 の Arthre−

bacter属 に そ の 類似 性を多数 認 め る こ とが で きる．特

に
，

A ，　grobiformis （Conn ）CQnn 　et　 Dimmiek ，　 A ．

pα scens 　Lochhead 　et 　Burton，　 A ．　simplex （Jensen）
L   hhead，　A ．　 o．＝ydans 　Sguros，　A ．　aurescens （Clark）
Phillipsお よ び A ．　ureafaciens （Krebs 　 et　Eggleston）

Clarkに そ の 比較 を 求 め る こ とが で き る．分離菌株 を

上記 の 既 知菌株と比較す る とき，形態 ，な らび に，生

理 的 諸性質 は次 の 諸点 を 除 き ほぼ
一致 す る と考 え られ

る．す な わ ち ， 分離 菌株 は 培地中 に 拡散 しな い 橙赤

色色素を生産する こ と，gelatin 液化性 の ない こ と，

urease 盈 産性 を 有す る こ と，澱粉の 加 水 分解性 の な い

こ と （A ．simplex （Jensen）Lochhead は 澱粉の 加 水

分解性が な い と記 載 され て い る，） な ど の 相異が み う

け られ る．

　 分離菌株を 前報
8 ）

で 報告 した Arthrobacter 　 rufes −

cens 　Akiba
，
　Ueyama

，
　Seki　 et　Fukimbara と比較す る

N 工工
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Table　2．　 Desc鬟ptioロ Of　Arthrobacter　sp．　isolgted　fmm 　soil

1

2，

3．

4，

6．

Mo φh。1ngka1　characters ．
Rods： 0．5to　O．7by 　1．O　to　3．5μ ； in　young   1恤 爬 s，　 V−form　iS　 observed ，　 on 　nut 由 ロt　agar 　s  t；

in　 o 夏《hr　cultu 肥 s
，
　 small 　 rods 　to ◎ oocaid ； b  ch 遁g　is　not   nd3 　pldomorphic； 且 on −motile ；G 職 m −

P 【渇 itive； spore 　is　not 　f  ed ．

Culture　ch8 雌 cters ．
Nut 「ient　a9日x 　co1αnies ： C董rcuhr ； smooth ； c  ve濫 ；entire ； ：edd 語h　pink； op6que ．
Nutrient　a岬 r 　slant ： Grσ wth 　abundant ； 8p 螂 dillg； e ロti肥 ； 醐 曲 p洫k ； goft ； vi8cous ．
Nutd細 t　broth： M 齟 branous； r曲 h　pink田 uid 　turbid ｝ sα血 ne 箆t．

GelatiL　stab ；　N ⊃ 1三quefact  ；good　grσ wth 　at 　sulface ・
P σtato　plug ： Growth　abundant ； reddish 　pink ； spreading ．
Litmus　ln三1k： Slight　alkalhle ； 且 ot　pepton囲 ・

Physiological　c  ．

Reduct…α驤　of　ni 甑 te　　to　nitrite ：　Positive．
MOfhyl：red 　te8t： Ne醪ative．
Voge5−P鵬 kaue： test： Negative，
Ind。1　pr・du（t ・ n ： Negative．
Hydrolysis　o 正stard 蒐： Negative．
A皿 田ρ nia 　prα ユ  tio員 frcrm　peptone； Po6iti鴨
正「匸て翼lucti（　n 　of 　hydroge】：　su1 蝕 　（1ead　acetate 　p8匹per）：　Posit三ve ●
Urease： Positive．
CeLtalase； Positive．
A   ium 　sa1t 　and 　nitrate 　we τe 　util瞬 as 　 source 　 of 　 nitr ロgen ・

Cleavageα〔．carbohydmtes ．
Aer・bically　acirl　Without　gS 　f  glu〔燗 e

，
　fructose

，
　glyoerine， 跏 d   n 呈t　 after 　 4　da罪 and 阻 ・：e ；

nei 出 e 「 ac 譱d　n α r　PS 丘om 　a瓰 1血 06e
，

】【yiose，　galac鰓 ，
　manno  

，
　m 旦1鯲 睫

，
　 sucr ℃脳   1ac 

，　ra ｛五ロ ose
，

mh 旦lose，8ta1 ℃h，　inu五ne ，　and 　glycogen．
（lel1U匡ose 　飄 ot　att 飜dked」
Anaebb 圓 ly　acid　without 　gas　frorn　gluoose　after　2　weeks 　and 　more ．
Assimilation　@  @ 　
¶ Fα

 
ic ，　aDetic，　prePionic，　lactic，　 su  血ic， 　 f画c ，　arKl　citric　acids 毋e 躙imiIat

． Temperature　fai 　 gr ・w
． Good 　 gmwth　at　25　to　3

氏DPho 叙｝。1．　PbOtnmicrogn 阻 ph σf∠4rt ゐ ro西αo露8r
sp。 　　　isolated　from 　soi1（ca，　x　15
））． 　 　 　 　 G   1   nut 疑ent 　aga ：8bnt ｛b：18 　

　at 　

　30℃ Photo． 2 ．　El  跏microg 田phσf　Arth厂obtrct
　sp． 　 　　（皿．×

00）． 　　 　　 Grewn 　on　nutdent 　agar　 slant　fbr 　l8

hr　at

@ 　　
30

℃ N 工 工 一 Eleotronio 　
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と， 分離菌株は リ トマ ス ミル クに対 す る反店が ア ル カ

リ性 で ある こ と ， 澱粉の 加水分解性の な い こ と，な ら

T曲 le　3．　 Assimilatlon　of　alcohols 　by　Arthro5acter

　　sp ．　isolated　from　 soi1

Methyl　alcohol

Ethyl　 alcohol

n −Pfopyl　 alcohol

Isopropyl　alcohol

η
一Butyl　 alcohol

Isobutyl　aicohol

sec −Butyl　alcohol

n
−Amyl 　 alcohol

Isoamyl　 a 亙cohol

刀
一〇ctyl 　alcohol ＊

sec −Octyl　 alcoho1
＊

n
−Decyl　 alcohol

n −Tetradecanol

Cetyl　alcohol

Stearyl　 a 員cohQl

Non −substrate

47044741131373130862000000

 

03320

　

　

11

0，4

12．38

，70

．60

．23

．50

．20

．11

．813

．711

．45

．50
．5

び に ， 好気的 に ガ ス 発生 を 伴 な わない で gluooseお よ

び glycerine か ら酸を生産 す る と い う点 で 相異 して い

る の み で
，

こ れ ら 2
，
3 の 点を除 くと A ．rufescens

Akiba ，　Ueya 皿 且 ，　Seki　et　Fukimbara に
一

致す る もの

と考 え られ る． した が っ て ，分離菌株を A ．rufes −

cens 　Akiba
，
　Ueya  

，
　seki 　et　Fukinbara の 類縁菌と

認 め る こ とが 妥 当 と思 わ れ る．

2．有機化合物の資化性 に つ い て　　本菌株は多数 の有

機化合物を 資化 し うる．木実験 に おい て は ， 主として

Table　4．　 Assimilat三〇 n 　of 　glycols　 by　 Arthrobacte 厂

　　sp ．　isolated　from　soi1

Ethylene　glycol

1
，
2−Propane　diol

1，3−Butane　diol

2
，
3−B ロtane 　diol

1，4−Butane　dio1

1， 2，4−Butane　triol
1

，
6−Hexane 　diol

Non・substrate

0．27

．80

．36

．10

．30

．40

．30

．3

0。2

O．4

0，40

．30

．70

．5

Initial　pH ： 8．O
Initial皿 icrobial　density　（OD 　 at　 610 皿 μ）： 0．11
Substrate　 concentration ： 1．0％，（

＊
：   ．5％）

Initial　pH ： 8．O
Initlal　 microb1al 　density （OD 　 at　610　m μ）： 0．11
Substrate　 concentration ： 1．0％

Table　5．　 Assi皿 ilation　of　alcQhols 　by　Arthroe’α cter 　sp ．　isolated　from　soil

Substrate

Methyl 　 alcohol

Isopropyl　 alcohol

n −Butyl　 aloohol

Isobutyl　alcohol

sec ．Butyl　alcohol

Isoa皿 yl　alc。hQl

n
−Hexyl 　alcohol

n −Octyl　alcohol
n
−Undecanol

Lauryl　alcohol

Tridecy且alcohol

Non・substrate

Microbial　growth （OD 　 at　610　m μ）Culture　periods

70hrs 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　240　hrs

1　mg ／lo皿 10

．10

0。09

0．08

5 ！ng 〆10 皿 10

．09

1．000

．900

．862

．101

．430

．080

．35

0．300
．08

i・・m ・／・・ml 　1・m ・／・・m ・i・皿 ・／・・m ・1・・皿 ・／・・ml

0．082

．15

2．15

0．05

0，08

0．06

O．230

．10

0．08

0．06

O．22

L47

0．08

O．06

0．08

Initial　pH ： 8．　O
Initial　 optical 　density （OD 　 at　610　m μ）： 0．06
−

： not 　 determined．
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Table　6．　 Assimilation　of　glycols　by　Arthrobdcter　sp ．　iso  ted　frorn　soi1

Microbial　groWth （OD 　at 　610　m μ）Culture　periOds

SubStrate 72hrs 240hrs

1 ・ng ／10　ml 5mg ／10　m1 1mg ／10　ml 51ng／10皿 1

Ethyle珊 ．　glycol 0．07 0．08 0．04 0．05

1
，
3−Propane　diol 0，10 0．06 0．16 0．02

1，3−Butane　d三〇1 0，31 0．87 『 一

1，4−Butane　diol 0．25 0，15 0．40 1，38

1，2，4−Butane　triol 0，09 0．08 0．11 0，16

1，5−Pentane　di。1 0．20 0．27 0．28 0．68

1，6−Hexane　diol 0．22 0．22 一 0．26

1
，
10 −Decane 　diol 0．54 1．ユ2 一 『

Non・substrate 0．08 0．07 0．08 0．07

Initial　pH 二 8．　O
Initial　optical 　density（OD 　at　610　m μ）： 0．06
−

： not 　deter皿 ined．

Table　7．　 Ass   ilation　of 　n −para伍 nic 　hydr（購 bons

　　by　Arthrobaeter　sp ．　isolated　from　soil

　Substrate

（1。5vo1．％）

n −Heptane

n
−Octane

n −Nonane

n −Decane

n
−Undecane

n −Dodecane

n − Tridecane

n −Tetradecane

π
一Pentadecane

n −Hexadecane

n
−Heptadecane

Kerosene

Cell　yields　in　dry　weight

（9／1）

0．280

．250
．190

．880

．862

．152

．273

．192

．913

．585

，111

，12

pH777626542320

777774444447

Initial　pH ： 8．O
Culture　periods； 90hrs，
Initial　 optical 　de皿 s三ty （OD 　at　610　 m μ）；

　　　　　　　　　　　　　　　 0．12＝0、3mg ／1

al◎ohol 類，　 glyool 類， な らびに，　 n −paraMn 系炭

化 水素 に つ い て そ の 資化性を検討 した．Table　1 の

Medium −2 の 培地で 基質濃度 1v 。1％，ま た は．1wt ％

として 検討 した結果を示す と Table　3 お よ び 4 の よう

に な るが，こ こ で 結果の 明確で な い もの ，および，資

化性 を 示 さ な い もの につ い て は基質濃度を低下 させ て
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 こ

Medi 
一3 の培地を使用 し， 基質濃度を 1．5および 10

mg ／m1 と して 径 24　mm
’
試験管で 液量 10m1 として

ゴ ム 栓を 綿栓 に代替 して そ の 資化性を検討した．こ の

結果を Table　5 お よ び 6 に 示す．　 n −para田 n 系炭化水

素 の 資化性 に つ い て は Table　7 の よ うに な る．　alcohol

類 は 毒性の 著 しい もの は 別 と して methyl 　alcohol 以

外はすべ て 資化 し うる．glycol類にっ い て は ethylene

glycol の 資化性が 認 め られ な い ．ま た，　 n −paraMn 系

炭化水素 は本菌株の 炭素源 と な りうる こ とが 認め られ

た．

要 約

　土壌中よ り isopropyl　aloohol を炭素源として 発育す

る細菌を 分離 し，同定を お こ な っ た 結果，本菌株は

Arthrebtzcter属 に 属 し，前報
s ）で 報告 した Artiiro−

bacter　rufescens 　Akiba，
　Ueyama ，

　Seki　et　Fuldmbara

の 類縁菌と認あ る こ とが妥当 と思われ る．

　本菌株の 基質資化性 は広 く，methyl 　alcohol 以 外の

alcohol類 ，
　 ethylene 　glyco1以外の 多数 の glyOol類 ，

n −parafHn 系炭化水素を資化 しうる こ とが 認められ た

　本研究 に 関 して 多大 な ご助 言を い t だ き ま した 東 亰 大学 応

用微物物学 研究所 駒形和男博士IC深謝い た し ます．

　本報告 は 昭和44年度 日本醸 酵工学 会大会 （昭 和44年11月，
大阪） で発 表 した．
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