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糖よりの浸食子酸醗酵に関ナる研究

(第2報〉炭素源及び窒素源の選揮試験

佐今木酉ニ・高尾彰一

〈北海道大卒農準m¥際用商是非教室〕

Studies on the Gal1ic Acid Fermentation from Sugar. 

(Part 2) Selective Experiments of C-and N-Sources. 

By 

YUJI SASAKI and SHOICHI T AKAO 
(Institute of Applie4 Mycology， Faculty of Agriculture， 

Hokkaido University) 

緒論

微生物による従来の浪食子酸醗酵ぽ，タンエ

ン合有液に Aspergillus niger， Penicillium 

glaucum等を培養し，とれら御の有ナる tannase

の作用によってタンニンを加水分解して浪食子酸

を生成させるものであるが，とれとぽ全く逆に断

類から合成的に微生物により浪食子酸を得ること

については未だ報告が見られていない。

著者等ぽ先に，微による盟イヒ餓呈色物質生成

の如何について 319株にのぼる多数の{識を用い，

庚?凡な試験を行っている中に，Asρ8rgillus属の

1菌株，本教室培養手存披A.1030の培養液が盟化

銑によって濃黒青色を呈するとと;乞認めたのであ

るが，との椋2主主色を示ナ物質は情類からの織の

生産物としては未だ知られていないので，各都の

定性確認試験を行った結果，との物質l会波食子酸

であるととをほぼ砂認し，その結果を第1報とし

て殻表した九

更に，との物質の生成と徽の護育欣態とが時

期的に極めて符接J3.つ特異的関係のdうるととにつ

いても併せて報告した。即ち微を液体滑義すると

始めはj夜中で護育し，そのIItJrま盤化餓によるJT1.色
lまないが，やがて滑かな表面護育に移ると共吃盤

化餓により濃Jí~青色の呈色を示ナ様になり，その

後;培養が古くなり白色気菌糸が校生するに至ると

との旦色が見られなくなるのである。

との第21?tA.に3ないては，培養液の決素如、及び、
空素i践について選搾試験をした所，共!'CZ，3の限

定されたもののみがどの物質生成に越していると

とを認めたのでその結果を取纏めて報告ーする。

費験

費験1. 培養液の最素源ー試験

A. 炭素初、の選搾試験

1. 供試菌株

第 1報で報告したか!く浸食子酸と思われる!臨

化戦呈色物質を生成ナる Asρ8rgillus属の 1菌

株，本教室培養君子蹴 A.1030で， 320C， 7日1m，

数に埼養したものを本試験の接部月jとしてmいた。
2. 培養基並び、に炭素源

基本培養基としてぽ，前械で、用いた NH4N03;

0.112.5%， MgS04・7H200.05.96， KCI0.01%の組成

で，との他に持養i夜の炭素源としてとれ迄は

Glucose 5%をJtlいて来たので、あるが， ととでは

Glucoseの1¥l!.に， Arabinose， Xylose， Fructose， 

Mannose， Galactose， Maltose， Sucrose， Lactose， 

lnulin， Dextrine， Soluble Starch， Starch， Gly-

cerineの計 14極を夫々 5%濃度で使fIjした。

3. 培養及び試験方法

上記の各和決議i)}f!;乞合んだ培養液li::150cc容
三角フラスコに 40cc宛注入し， 殺在、i後とれに前



し，以下その程度に臨じて“+"の教を定めた。

従って液内に必ける護育が如何に盛でも表面護育

~認められないものは“一"で表わした。

その結果ぽ堕化餓により濃黒青色を呈するも

のは Glucose，Mannose， Sucroseの3種のみで、，

その1tTJt" Fructose， Maltose， Soluble Starch， 

Starchの如く青色を呈しても薄く， 前者とは比

較にならない程である。 又 Lactose，Dextrine 

の如く盤化錦による青乃至黒色を帯びた呈色の全

くないものもあり，夫々の長素源によって非常に

差異のあるととが認められたが，ただ， Glycerine 

の場合崎養日教と共にその呈色が黒紫色から濃黒

紘色に鑓って行くととは興味あるととであるロ呈

色物質の生成されている期聞はGlucose，Mannose

が Sucroseよりも長く，結局炭素源としては前2

者が最適でるると考えられる。

記雄に培養した徹A.1030を2白金耳宛接種し，

32
0

Cに培養， 30日聞にわたり一定日数毎に護育欣

態の観察，盤化鍛呈色物質生成の如何を試験した

のである。臨化錨旦色試験ぽ培養液 1ccをとり，

1%臨化繊液1-5~i~j~加えた際の呈色巴ょった。

賓験結果

結果は第 1去に示した如くでるるが，

の GlucoseをrHいて行った試験ケa公いて， との

徴A.1030ば始め液中で護:育しある日童文たつと表

面に護育し始めるのであり，液中に護育している

出jぽ如何なる場合でも培養液の盟化餓呈色ぽ青色

にならす"¥夜内の愛育がある程度に達し-Jcl.表聞

に護育ずる椋になると， t1¥lもなく盤化鍋旦色が青

~黒青色になるという特異な経過を経るととが知

られているので，との去に示した護育程度の符蹴

"+"は表面護育をした場合にのみ現え，主主液固

にわたり完全に表面護育したものをと“制"で、表わ

27 佐々木・高尾一一糖よりの浸食子酸醗酵に闘する研究

とれ迄

4. 

I 7 I 

Table 1. SeJection of C凶Source.
(Rate of surfa巴egrowth and Coloration with FeC!sJ 

" 

相性相時++ 
black司
purpJe 

++ 
light 
black 

C-source 

none 

Arabinose 

++ 

None 

相HI

-

t

n

 

一

州

出

側

一

同

川

U

V

A

一

1』
・

b

出社

" 

相性

brown 

川
間

制t

light 
bJack 

相判+

州

t
k
 

州
・
伊
胤
E
b
 
山川川
H
計

制+

" 

" 

時

d
m

捌

a
o
b
k
 

none 

、Xylose

Glu巴03e

++ 

none 

土

none 

none 

none 

十十

Mannose 

Galactose 

Fru巴tose



28 北海道大挙農;s.~ g'li紀要

Su巴ros岳
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l fj!!1 

出ト 村11I
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州l~~十
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black-
blue 

州+

" brown 

Lactose 

++ 廿+ ~II ト
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brown 

InuJin 

川
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付+ 村+ 判Hト 榊世 制T 品llf 引間t 刷+ 制t

Soluble 
blilgahet k blliag巴hkt- light 

Star~h none " " " none " 
blue brown 

+ 

lw山

山ト 制止 相時 仙骨 州ト

Starch none " " " " 
Jight 

none " blu巴 brown 

町田riIIBlnone
4十 十十 ++ ++ ++ 特+ 特+

" 
bla巴k-

" " " " " purple 

一一一一

‘Notes : In this table，“+，一"indicate a rate of surfa巴egrowth of the mo!d 
A black-blue coloration with FeCb does not appeared during the sub:nerged growth， but appeared 
fro;n t1.1e stage of surface growth， therefore the sUbmerged grow土1.1is represented as “一"even in very 
vigorous growth. 

A perfect surface growth is represented as“制':， and number of“十"is given in proportion to the 
rate of the surfa~e growth. 

後 Surfacegrowth sank into . the madia. 

B. Glucoseの最趨濃度試験

決案ift1試験。結果，該物質の生成に最過のも

のの←Jつとして認められた Glucoseについて，

dく(rc.その長誼濃度試験を行った。試験にnJいた添

加IWfi段、良Ji'， 0， 0.3， 0.6， 1.0， 3.0， 5.0， 7.0， 10.096 

の8段階で，培養，試験方泣き宰ぼすべて前記試験

と i司王~~であるロ

1霊験結果

結果f:J-::第2去に示したが，去でIgjかな如く

Glucose 3%， 5%， 7%共に盤北鍋により濃黒青色

を5.ナるが， 5%の場合そのjfi色期間の長いとと

からとの濃度が最適であるものと氾われる。 1%で

ぽ培養30日に到るも液国愛育はなく他方， 7弘

10%でも液凶1琵育が樹めてjilliく，それに従ってE塩
化銑旦色も遅れるととが分った。

費験11. 培養液の窒素源試験

1. 試験方法

炭素源としてば前記試験で最適の Glucose

5%を月jぃ，三たに各種の窒素源についてその選持
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Table 2. 
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2. 賓験結果

結果ぽ?{~ 3去に示した如く，臨fヒ鍛により漉

J;l~青色をと呈したのは NH4N03 及て主、 Asparagine

のみであり，併もその濃度がNH4N03では従来月j

いてラFた0.1%に，又 Asparagineでは 0.1485%

(NH4NOzの3%に相賞する空素を含む)に極限さ

れていたととぼ甚だ興味あるととである。叉，

Urea ぽ 0.017%，0.035% (夫々 NH4N03の0.05及

び0.1%{tC.相常)でぽ黒青色を呈したが， 0.105%， 

0.1759百 (NH4NO~0.3 及び、 0.5% に相常)でぽ他の

各種窒素源の場合と異り液内の愛育も全く見られ

たかったので、ある。

NaN03， Peptone， Glycocolぼ比較的早くi夜

回護育をし，その後育盛であるにも闘わら歩臨化

試験を行った。他の培養液組成はとれ迄と杢く同

じである。

窒素加としてぽ，とれ迄H1いて来た NH4NOs

の他に，(NH4)~S04， NH4Cl， (NH4)2HP04' NH40H， 

NaN03， Urea， Glycocol， Aspartic acid， Aspara-

gine， Peptoneの計 11粧を用い，その濃度ぽ4段

階即ち， NH4N03の0.05，0.1， 0.3， 0..')%を基とし

てとれらに相常する予左京量を夫々含むJ践に添加lし

た。凶みにとれ迄のi試験[1:JIjいて*.tcこ窒素源濃度
ほNH4N030.1125% (常試験で、ぽとれピ近い 0.1%

乞使用)である。

時養及び試験方法は従来とj，(jじでるるが，そ

の他に培養格了後の菌休の乾燥重量及び，接種前

と培養終了後の pHのjJlitιをも合せて行った。
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Table 3. Sele巴tionof N -Source. (Continued) 
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鎖による黒青色呈色なく， 又 NH4N03の 0.3， した結果 5%が最もよくそれに次いで、ぽ 3%，

0.5%，及び (NHムS04'NH4Cl， (NH4)2HP04が殆
んE表面愛育をせすで液内護育に終始したとと等も

特異的現象と考えられる。

更にとれら液中愛育のみに格る窒素源の場合

ぽ，その培養液の最終 pHが初期 pHより茜しく

低下しているととも抗日すべきととである。

要括

1. 先に隈から浸食子酸を生成するととをとほ

~確認した ASþergillus 属の 1菌株， A. 1030に

つき， 14粒の炭素源を用いてその選搾試験を行っ

た。その結果 Glucose，Mannose， Sucroseの

みがその生成(1::遁ずることを認めた。

更に GlycerineをHJいた場合，臨化餓によ

る呈色が培養日教と共に黒.紫色からi525巳紘色に謎
化して行くととも認められた。

2. 最池一炭素源の一つである Glucoseを!目

い，その濃度を 8段階に分けて最通明濃度試験左

7%でそれ以外の濃度では盟化鍛による濃黒青色

主色が殆んど又ぽ全くないととが分った。

3. 次に 11種の窒素源、にワき各々， 4段階の

濃度を用い，窒素源選持試験をした結果，盟イヒ織

で濃，';JJ:青色を呈ナるの[まNH4NOsと Asparagine

のみで，その濃度も極限されているととを認めた。

又，この徹ぽ培養初期ぽ液中護育をし，やが

て液表面の護育に移ると共に堕化鍛により黒青色

呈色が認められるのであるが， NH4N03の0.3，

一0.5%及び (NH4¥S04，NH4Cl， (NHムHP04の殆ん

どの濃度が，1究内の護育のみに格始し，又その場

合牡養液の最格 pHが初期pHによじし極めて低下

するととを認めた。

本研究費の一部は文部省科皐研究費(助成研

究)によった。
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Summary 

Previously， during the experiment of production of kojic acid .and other FeC1a-colorative 
substances by various molds (319 strains¥ we have recognized that a strain of Asρergilli， 
A. 1030， produced a substance which was colorated to deep black-blue with FeC13， and as a 
result of many qualitative experiments， we have mostIy confirmed that the substance might 
be the gallic acid. 
1n this paper， we want to report the results of seIective experiments for carbon-and 
nitrogen-sources in culture media， as follows : 
1. Among the fourteen carbon-sources examined， glucose， mannose and sucrose are 

suitable for the production of this substance. 1n case of glycerine， the coloration with FeC13 
changes to deep black-green from black purple in proportion to the 'course of incubation. 

(cf. Table 1). 
2. 1n the experiment of the optimum concentration for glucose， 5 % is the most favorable， 

and 3 and 7 % are next to that， but in other concentrations gal1ic acid is scarcely produced or 
none. (cf. Table 2). 

3. 1n the selective experiments for eleven nitrogen sources， only two nitrogen sources， 
namely NH4NO:1 and asparagine are available， and moreover their optimum concentratiems 
are strongly limited. 

On the other hand， in 0.3 and 0.5 96 NH4NO~， and in the almost of the concentr祉 ionsof 

問H4'2S04'NH.Sl and (NH4¥HP04， the surface growth does not appeared， but the submerged 
growth is contirmed to the last stage of cultures. And in these cases， the final pH of culture 
solutions are much lower than the each initial pH. (cf. Table 3). 


