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Fermentativeproductionofalaninewasexperimentedfromwastesoapliquor

bystrainsis〇latedandseleこtedfromsoilandcheesesamples.
Wastesoapliquor

waspreviouslyneutralized,
filtered,evaporate
dinvacuumtocontain30.
06%

glycerol,an
dfilteredagaintoremovecrystallizedsodiumChloride･
Themedium

contained3.
3Vol.
形ofthisfiltrate,
0
.
4%ureaasnitrogensource,minera
lsalts

andyeastextracts･
Alanineproducedinthemediumwasabout6g/i,Wit
hpossibility

tobeincreasedbymodificationofculturemethod.
Thebesヒyieldofalaninewas

obtainedbyastrainsimilartoB7･euiblCterL'umincertum.
Wastesoapliquorwas

foundtobeasfavorablecarbonsourceaspureglycerol.

緒
口

多価ア/レコ-/レ
類の微生物による代謝については,
すでに2
,
3-ブタンジオ-ルやグリ

セリンなどに関する多くの研究があり,
また発芽生産培地としても
,
宮地ら(′62)1)によ

ってエタンジオ-)I,,
プロパンジオ-ルを原料とするL-
グルタミン酸の発酵生産が試み

られている｡
著者らは種々の多価アルコ-/レ,
特にこれまで生理的活性の知られていない

合成多価アルコ-Jl,の微生物による代謝を研究し,エタン
ジオール,
1
,
2-プロパンジオ

ール,
1
,
3-および1,
4-ブタンジオール,
グリセリン,マニ
ト-/レなどの多価ア/レコール

を唯一の炭素源として生育し,
培地中に多量のアミノ酸を生成蓄積する菌株のあることを

見出した2,3)｡こ
れらの多価ア/レコールの中で,
グリセリンは油脂の構成分として広く天

然に存在するものであり,
油脂を分解して石けんを分離した残漆
,
すなわち石けん廃液中

には5-10%程度のグリセリンがふくまれている｡こ
の廃液はグリセリンの精製原料とし

て用いられるのが通常であるが,
グリセリンを唯一の炭素源として生育できる微生物に対

しては,
発酵生産培地として使用できる可能性があり,
さきに大塚ら(′58)4'は石けん廃

液を培地として食飼料用酵母の製造に成功している｡
著者らはグリセリンを炭素源として

生育し
,ア
ミノ酸を生成蓄積しうる菌株を使用して,
石けん廃液を原料とするアミノ酸の

発酵生産を試み
,
ある程度の成果をあげることができた｡
本報ではアラニンの生産に関し

て報告する｡
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実 験 方 法

1･供試石けん廃液

本実験で供試した石けん廃液は牛脂を主原料とし,アルカリ法で得られたものであって

赤褐色,強7/I,カリ性を呈する.これを塩酸で中和すると,非常に高濃度の塩化ナtl)ウ

ムを生成し,菌の生育を阻害するので,脱塩処理が必要であった｡脱塩には種々の方法が

考えられるれ 本実験では実験室的方法として,次のように減圧濃縮して塩化ナトリウム

を析出させ,ろ過する方法を用いた｡

石けん廃液11に対し49.5mlの比率で濃塩酸を加えてpH7.0まで中和し,一旦ろ過し

て生成する沈殿 (除蛋白剤の 7Jt,ミニウム化合物)を除去した｡ ろ液中のグリセリンは

4.93%,塩化ナトリウムは7.82% であった｡これを減圧で約 1/6容になるまで濃縮し,柿

出する塩化ナトリウムをろ過する｡ ろ液はグリセリン30.06%,塩化ナトリウム22.4% を

ふくむものとなった｡以下の実験において,石けん廃液とよんで供試したのは,このろ液

である｡

2.培 地 組 成

TABLE Iに示す組成の各堵地を使用した｡

TABLE I

使用培地の組成
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a) Neutralizedandevaporatedto30.06% glyceroland22.4%NaCl.
b) FeSO4･7H20 wasused.
C) MnSO4･4H20 wasused.

d) Heat-sterilizedseparatelyandaddedtothemedium wheninoculation

e) Correspondingtoabout1% glycerol.

f) Containedin3.3Vol.% wastesoapliquor.
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3.分 析 方 法

(1) アミノ酸に対する Paperchromatography(以下 PCと略記)

ろ紙 :東洋ろ紙,No.50

展開溶媒 :n-ブタノ-ル :酢酸 :水 (4:1:2)およびフェノール :水 (10:2)

展開方法 :二次元上昇法｡ただし生成されるアミノ酸は数塵類にすぎず,一次元でも充

分な分離が可能であったので,差支えない場合は n-ブタノ-/I,‥酢酸 :水による-一次元上

昇法をも用いた｡

発色 :水飽和n-ブタノ-ルにとかした0.1%ニンヒドリン溶液

(2) グリセリンの定量方法

H ARVEY ら (′51)5)の方法を参照し,酸化法を用いて定量した｡試料5mlに10N硫酸

llnlを加え,10時間エーテ/レ抽出して油脂や脂肪酸を除去する｡エーテル不溶部を加温

してエ-テルを除き, グリセリン磯度に応じて適当な定容にみたす｡ その2"Llを遠心沈

殿管にとり,200/o硫酸銅0.2mlを加え,よく混合する.5分後に水酸化カ/レジウム028g

を潰拝しながら加え,30分以上放置する｡ 次に7セトンをふくまない7JL,コー/レ2mlを

加え,74oCの湯煎上で10分間加熱し,冷却してから遠心分離する｡残漆は2mlのア/レコ

-)I,で2回洗い,洗液を上澄と合わせる｡これから低温でアJt,コ-/レを溜去し,ふたたび

定容にみたす｡その5mlをとり,66.6%の硫酸 3mlと標準渡度の重クロム酸カリ液を加

え沸とう暢煎中で2時間加熱してグ1)セリンを酸化させる｡冷却してから硫軟第-鉄7ン

モニウム液の過剰量を加えて残存する重クロム酸カリを還元し,さらに残存する硫酸第一

鉄アンモニウムを過マンガン酸カリ液で滴定する｡その滴定値からグリセリンの酸化のた

めに消費された重クロム酸カリの量を求め,試料のグリセリン量を計算した｡7･4576g/～

の童クロム酸カリ溶液の1mlはグリセリン1mgに相当するO

(3) アンモニア態窒素の定量方法

通気法6)によった｡すなわち試料に過剰の10%炭薮ナトリウムを加えてア/レカリ性とし,

45oCで 90分間はげしく通気して,排出される7ンモニアを一定量のN/5Q硫掛 こ甲糾又せ

しめ,残存する硫酸を N/50か陸ソ-ダで滴定してアンモニア塵を計算する｡

(4) 尿素の定量方法

ウレア-ゼ法7)によった｡大豆を粉砕し,5倍容の水で約 1時間振壷しっ抽出し,抽出

液をろ過して5倍容のア/レコ-/レ･エ-テjt,混液 (4:1)の中に注ぎ,生成する沈殿を集

めて真空乾燥し,粗ウレアーゼ標品を調製する｡このウt/7-ゼの適当量とトルオ-ル少

量とを試料に加え,密栓して室温に一風夜放置し,生成するアンモニアを走塁する｡別に

定量した遊離のアンモニアを差引いて尿素量を算出する｡

(5) アラニンの定量方法

PCによってアラニンを分離し,アラニンのスポッH,こ相当する部分を切取 り,蒸滑水

で溶出してニンヒドリン法8)によって比色定量した｡

(6) 塩化ナトリウムの定量方法

硝酸銀滴定法9)によった｡
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(7) pHの測定方法

東洋pH試験紙により,pH6.8-8.0はphenolredを, pH8.0-9.6は thymolblueを

用いた｡

(8) 供試菌株の生育度の測定方法

日立製作所製FPW14型光電比色計を用い,主波長500mFLで吸光度を測定し,これを

菌の生育度の指標とした｡

実 験 結 果

1･グリセリンよりアラニン生成能のある菌株の分離および選択

最初に予備実験として標品グリセリンを炭素源として著量のアラニンを生成事前しうる

細菌を自然界から分離した｡

(1) 分 離 源

山梨県内で採取した土壌20点,チーズ4点 (デンマーク製2点,フランス製1点,国内

産 1点)を分離源とした｡

(2) 分 離 方 法

M-1培地 (TABLEI)20mlを50ml容三角フラスコに分注して110oC,5分間殺菌し,

これに約011gの分離源試料を汐入,混和して,時々把持しながら3CoCで3日間培蕃したO

培蛮液を殻宙水で希釈し,ブイヨン寒天上で平板塗まつを行って,発現したコロニーをブ

イヨン寒天斜面上にうつし,さらに平板培養を繰返して純粋とした｡分離された菌株は総

計90株であったO

(3) アラニン生成菌の選択

前項で分離された90株の菌株に対して次のようにスクリーニング･テス十を行ってグリ

セリンよりアラニン生成能の強い菌株を選択した｡

5mlのM-2培地 (TABLE I)を15×170mmの試験管に分注して110oC,5分間穀菌

し,これに30oCで 約 20時間新たに培養した ブイヨン寒天斜面から供試菌株を接種し,

160rp･m.,振幅72mmの往復振造機により30oCで振塗培養したO培養2,4,6日目

に培養液の一部をとり,PCによりアラニン生成の有無を検した｡生成量の多少はスポッ

トの大きさおよび呈色度によって判定した｡なお,これと同時に植菌しない培地,および

他の組成は同一でグリセリンのみをふくまない培地に同一条件で同一菌株を接種培養した

ものをもPC試料として,アラニン生成に対する対照とした｡

その結果,供試した90株の中で,何らかのアミノ駿を多少でも生成したものは30株に

のほったが,特にアラニンの生成が顕著なものは'TAbLEIに示す9株であった｡ アラニ

ン以外の生成アミノ酸としては,グルタミン酸,バ リンおよびロイS,ンと思われるものが

主であった｡

これらの9菌株の中,SN-2,SN-5,CA-3,RQ-3,DA-1の5枚はチーズよりの分離

菌であり,S-7-2,S-ll-1,S-13-1,S-19-3の4株は土壌よりの分離菌である｡

2.窒素源として尿素使用の可否

培地の窒素源として硫襲アンモニウムや塩化アンモニウムのようなアンモニウム塩を用
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TABLl∃Ⅱ

グリセリンよりアラニン生成菌株

StrainsthatFormedAla7dnejTrom Glycerol
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Aminoacidsdetectedbypaperchromatography

StrainNo. Culturedays 2 4 6

Alanine Othersa) Alanine Othersa) Alanine Othersa)
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a) ThemainotheraminoacidswereglutamlCacid,Valineandleucines

TABLE El

窒素源として尿素と塩化アンモニウムの比較

SuitabilityofUreaaSNitrogenSource

Strain Medium Culture CeH
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S-13-1
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いると,窒素の消費に伴なって培地のpHが酸性にかたむき,このため炭酸カルシウムの

ような中和剤を添加したり,あるいは培養途中でアンモニ7を用いてpHの調整を行 う必

要を生ずる｡そこでアンモニウム塩の代 りに尿素を窒素源として用いた培地 (TABLEI,

U培地)を使用して,これに前項の培養方法に準じて選択菌株を接種培餐し,菌株の生育

度およびアミノ酸生成の有無 (PCによる)を,アンモニウム塩培地 (M-2)の場合と比

較検討し,窒素源として尿素が使用できるかどうかを試験した｡

結果は TABLEIKに示した通 りで,菌の生育についてもアミノ酸生成についても,塩化

アンモニウムと比べて尿素を用いた場合はほとんど差がなく,むしろすぐれている場合が

多い｡ただし尿素を用いるとpHが9以上に上昇する場合のあることが認められ,このよ

うな場合は逆に酸を用いてpHを調整する必要があろう｡この点に留意すれば尿素はアミ

ノ酸生成のための窒素源として適当なものと認められる｡

3.石けん廃液よりアラニンの生成

(1) 石けん廃液に対する優良菌株の選択

さきに標品グリセリンを用いて選択した9株 (TABLEI)の菌株に対し,さらに石けん

廃液を炭素源とした培地 (TABLE I,S培地)を用いて選択試験を行い,アラニン生成の

特に顕著な菌株を決定した｡方法は前の選択試験と同様である｡培養液のペーパークロマ

T･グラムにおけるアラニンのスポットの大きさおよび呈色度から,アラニンの生成量を判

定し,最もすぐれた菌株としてSN-2,DA-1,S-ll-1の3菌株を選択した｡

(2) 選択菌株による石けん廃液よりアラニンの生成経過

前項において選択した3優良菌株を用い,石けん廃液培地におけるアラニン生成経過の

定量的追跡を試みた｡

a) 培丑方法 :使用培地としては,石けん廃液培地 (TABLEI,S培地)と共に,

標晶グリセリンを用いてほほ同一組成の培地 (TABLEI,G培地)を調製し,両者におけ

るアラニン生成を比較して,石けん廃液の培地炭素源としての適性を検討した｡

各培地30mlを500ml容肩付フラスコに分注し,殺菌してから新らしく培養したブイ

ヨン寒天斜面から供試菌株を接種して,140rp･m･,振幅72mmの往復振重機により,30

ocで振塗培表した｡培養中に,2,4,6,R日日に培養液の一部をとり,グ1)セリン,

尿素の減少量,アラニン,アンモニア態窒素の量,培養液のpH,および接種菌株の生育

度を測定した｡

b) 結果 :TABLEⅣに示した通 りで,各供試菌株とも類似の経過をとり,アラニン

の蓄積が最大に達するのは6日目であって,グリセリンの消費,アラニンの生成の速度は

決して早いとはいえない｡6日目をすぎるとアラニンの量は減少の傍向を示す｡アラニン

の最大蓄積量が最も多いのは S-ll-1であった｡またS培地はG培地と比べてや すゝぐれ

た菌の生育度およびアラニンの生成を示し,石けん廃液は何らの阻害物質をもふくまず,

発酵生産培地としての通性はグリセリンと同等以上であることが認められた｡

4.優良菌株の分類学的性質

前項の試験で最もすぐれたアラニン生成能を示した菌株 S-1ト1について,常法 10･ll)

によって主要な分類学的諸性質を検討した結果を TABLEV に示したoこの結果から菌株
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S-1111は Brevibacterium 2nCertumに近縁の菌と思われる｡
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考 察

1.培地のビオチン磯度について

微生物によるアミノ酸の生産については,培地中のビオチン量がきわめて大きな問題で

あって,これを最適範囲に調整することが必要である12,13) ｡ したがって石けん廃液をア

ミノ酸生産培地として使用する場合は,先ずその中のビオチン含量を明確にすることが必

要と思われる｡本実験では石けん廃液中のビオチンの blOaSSayに成功しなかったため,

この点については全く不充分であって,ある程度のアラニンの生成が認められたといって

も本実験における培養条件が最適か否かはなお疑問であり,今後さらに検討を試みたい｡

TAIiLEⅣ

選択菌株による石けん廃液よりアラニンの生成

PrJductionofAlaninefrom WasteSoapI,iquorbySelectedSirai775
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TABLE V

菌株 S-ll-1の主要性質

DescriptionofStrainS-ll-1

(1) Microscopicobservations:Rodswithr?undedends,1･Oby2･Oto4･0〟,
occurrlngSlngly,motile,Gram-posltive,noendospore.

(2) AgarcolonleS:growthscant,convex,circular,entire,glistening,white.
(3) Agarslant:growtllmoderate,filiform,convex,glistening,creamywhite,

medium unchanged.

(4) Potatoslant:nogrowth.

(5) Gelatinstab:scantygrowthonsurface,noliquefaction.

(6) Nutrlentbroth:growthscant,sedlmentscant,lightturbidity.

(7) PhyslOlogicalproperties:

a) Opt.Temp.:25-30oC,scantygrowthat37oCafter6days.

b) Litmusmllk:decolorlZedandcoagulatedafter7days,peptonized,
becamealkalineafter9to12days.

C) Indole:notproduced.

d) NltrlteS:producedfrom nitrates.

e) Hydrogensulfide:notproduced(slightlyproducedafterlldays).

f) Methylredtest:negative.

g) VOGESIPROSKAUERtest:?egative･
h) Catalase:stronglypositlVe.

i) Urease:negative.

j) Microaerophilic.

k) Cleavageofcarbohydrates:acidbutnogasfrom glucose,fructose,

mannose,galactose,maltose,sucrose,raffinose,glycerol,sorbitol

andmannitol;noacidandnogasfrom xylose,arabinoseand

lactose;starchnothydroly7･ed.

1) CltrateS:notutilizedassolecarbonsource.

2.石けん廃液の前処理について

石けん廃液中にふくまれる多量のアルカリを,本実験では中和,濃縮によって塩化ナト

リウムの結晶を析出せしめて除去したが,処理液中には,なお多くの塩化ナトリウlムが残

存し,その培地中の浪度が過度に高くなることを防ごうとすれば,グリセリンの初発濃度

も低くせざるを得ず,したがって高濃度のアラニンの蓄積は望めない結果となった｡そこ

で今後の問題として,たとえはイオン交換のような処理方法を検討し,培地中の塩類濃度

を高めることなくグリセリンの初発濃度を高くすることを考える必要がある｡

3.使用菌株について

本実験で菌株の選択のために分離した菌株総数は90枚にすぎず,優良菌株を広く検索し

たとは決していえない｡さらに広範囲の検累をくりかえすことによって,さらにすぐれた

菌株を分離できる可能性が考えられる｡また菌株の選択により,アラニンのみでなく,他

のアミノ酸の生産培地として石けん廃液を利用できる可能性も充分あるものと考える｡

4.アラニンの生成量について

本実験の結果では,供試菌株によるグリセリンの消費は,なお速いとはいえず,またア

ラニンの生成丑も充分高いとはいえない｡しかし,上記のような渚粂件に対して今後検討
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を加えることによって,さらにアラニン生成量を高め得る可能性はあるであろう｡本実験

の結果によって,少くとも石けん廃液の発酵生産培地としての使用適性は確認されたもの

と考える｡

要 約

土壌およびチ-ズを分離源として,グリセリンを炭素源として生育し,培地中にアラニ

ンを生成蓄積し得る菌株を検果し,その分離菌株を用いて石けん廃液を原料とするアラニ

ンの発酵生産を試みた｡その結果,石けん廃液は発酵生産培地の炭素源として充分な適性

を持つものであることを認めた｡培地中に蕃横された7ラニン濃度は約6g/lで,必ずし

も高いとはいえないが,今後の培養条件に対する検討によって向上させることができると

思われる｡最もすぐれたアラニン生成を示した菌株について分類学的諸性質を試験した結

果,BrevibacterL'u77･Lincertum に近縁のものであった.

終りに終始御指導を戴いた故多田靖次先生,ならびに本稿に対し御校閲を賜わった林武先生に深謝

の意を表します｡

文 献

1) 宮地昇,松井俊規,北井淳天,刀根弘,角田俊直 :発酵によるL-グルタミン酸製造

法 特公,昭37-9298

2) 多田靖次,村木弘行 :多価アルコールよりアミノ酸の製造方法 特許 第444358号

3) 多田清次,村木弘行 :多価アルコール類より7ミノ酸の製造方法 特公,昭39-20215

4) 大塚謙一,多田靖次 :石けん廃液 (グリセリン含有液)よりの食飼料用酵母の製造に

ついて 臭化,32,805(1958)
5) HARVEY,S.C.andV.HIGBY:A microcolorimetricmethodforthedetermination

ofglycerol.Arch.Bioche)n,30,14(1951)

6) 中川一郎 :栄養学実験書,初版,p.472,朝倉 (1955)

7) 東大盛学部農芸化学教室 :実験農芸化学,6版,上巻 p.73,朝倉 (1958)

8) YEMM,E.W.andE･C.CocⅨING‥Thedeterminationofaminoacidswith ninhy-

drin.Analyst,80,209(1955)

9) 高木誠司 :定量分析の実験と計算,4版,第2巻 p･235,共立 (1952)

10) Society ofAmerican Bacteriologists:Manualof microbl'cl.7gicalmethods.

McGraw-Hill(1957)

ll) Bergey'sManualofdeter":inativebacierioloe,o'y.7thEd,,Wllliams皮 Wilkins

Co.(1957)

12) 田中勝宣,岩崎彪,木下祝郎 :し グルタミン酸発酵に関する研究 (第5報) 細菌に
よるグルタミン酸蓄積現象とビオチン 農化,34,593(1960)

13) 田中勝宣,秋田定夫,木村一雄,木下祝郎 :同上 (第6報)M.crccoccLlSglutamicus

の代謝におけるビオチンの役割 同誌,34,600(1S60)


	20210428093709
	20210428093735
	20210428093754
	20210428093814
	20210428093836
	20210428093858
	20210428093920
	20210428093939
	20210428093958
	20210428094015
	20210428094034
	20210428094053
	20210428094112
	20210428094131
	20210428094150
	20210428094208
	20210428094226
	20210428094245
	20210428094304
	20210428094320
	20210428094338
	20210428094358
	20210428094417
	20210428094436
	20210428094454
	20210428094512
	20210428094530
	20210428094549
	20210428094608
	20210428094626
	20210428094644
	20210428094702
	20210428094721
	20210428094740
	20210428094758



