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Paecilomyces varioti による非糖質炭素源からの

L-リンゴ酸酸酵

(第 1報) 酢酸，プロピオン酸および、エタノール

からのリンゴ酸生成能

高尾彰一・谷田昌稔・桑原秀明

(北海道大学農学部応用菌学教室)

(昭和52年7月11日受理)

L-Malic Acid Fermentation of Non-sugar Carbon 

Sources by Paecilomyces varioti 

(1) Abilities to produce malic acid from acetate， 

propionate and ethanol 

Shoichi T AKAO， Masatoshi T ANJDA and Hideaki Kuw ABARA 

(Laboratory of Applied Microbiology， Faculty of Agriculture， 
Hokkaido University， Sapporo， Japan) 

緒 言
ところで，微生物によるリンゴ酸醗酵については，糖

質炭素源についてもその報告は非常に少ない。すなわち

徴生物による炭化水素の代謝に関する基礎的研究は， 片桐ら1)，阿部ら2)は Aspergillus属かび，高尾ら3)，

かなり古くから行われてきたが， 1960年代以降，石油鉱 立花らめは担子菌類のリンゴ酸生成をそれぞれ報告して

工業の著しい発展とも相まって，各種の炭化水素ならび おり，さらに佐々木と高尾5，6)，高尾と堀田7，8)は2種類

にその関連化合物が，従来の糖質炭素源に代わり得る新 の微生物を組合せた転換醗酵または混合培養によって，

しい醗酵原料として盛んに研究されるようになり，菌体 極めて高収率でリンゴ酸を得ている。一方，非糖質炭素

蛋白をはじめ種々の有用な代謝産物が得られ，それらの 源からの生成については，立花ら9)が Shizophyllum

中にはすでに工業的規模で生産されているものも少なく communeを用い，エタノールから 9日間の培養で60%

ない。 の収率を，また古川ら10)は、高尾らの転換醗酵法を応用

このようないわゆる非糖質炭素源は，食飼料と競合し し nーパラフィンを初発基質とし， 2種類の酵母を用い

ないという大きな利点を有することから，安価にかつ大 て培養14日後55%のリンゴ酸収率を得，佐藤ら11)が同

量に供給されるものについては，今後も醗酵原料として じく n-パラフィンから， 酵母によって直接リンゴ酸を

益々重視されると考えられるが，これまで非糖質炭素源 得たとの報告があるに過ぎない。

の利用に供されてきた微生物は，大部分が細菌または酵 そこで今回は，P. variotiが酢酸から生成した不揮発

母であり，かびによる有用代謝産物についてはほとんど 酸を L・リンゴ酸と同定するとともに，酢酸以外の非糖質

報告が見られない。 炭素源からのリンゴ酸生成能，および若干の生成条件に

そこで著者らは，多数のかびを対象に各種の非糖質炭 ついても検討を加えたので，それらの結果を報告する。

素源を用いた新しい醗酵を開発しようとし，当応用菌学

教室保有のかび， 30属230株を対象に，まず酢酸を炭素

源としてそれらの代謝産物を検索したところ Paecil・

omyces varioti 3株のみが多量のレリンゴ酸を生成蓄

積することを見いだした。
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実験方法

1.供試菌株

酢酸からの代謝産物の検索には，北大応用菌学教室保

存のかび30属230株 (Table1)を用い，その後のリン



Table 1. List of Molds Tested. 
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Name of Genera No.* 

Absidia 

Byssochlamys 

Catenularia 

Cej:huosporium 

Citromyces 

Chaetomium 

Cladoや0円um

Epicoccum 

Fusarium 

Gibberella 

Gliocladium 

Heterosporium 

Hyal~ρus 

MOlτierella 
Neuro巴ψora

Nigroψora 

1

0

1

1

1

1

2

1

6

3

7

1

1

1

2

2

1

4

2

1

ム

1

1

1

1

2

1

1

1

1

1

ーム

n
d

吋

'A晶

00ゆora

Paecilomyces 

Papularia 

Penicillium 

Pestalotiopsis 

Scopulariopsis 

Sρtcarza 

Sporotrichum 

Syncephalastrum 

Tilachlidium 

Tolura 

Trichoderma 

Trichothecium 

Zygorhynchus 

* N umber of strain 

ゴ酸生成試験には， 230株から選択した Paecilomyces

varioti AHU 8∞7， 9254， 9417の3株を使用した。
2. 培地ならびに培養方法

用いた培地の基本組成は NH4N030.05%，KH2P04 

0.1%， MgS04・7H200.05%，酵母エキス 0.1%，CaC03 

2%で，炭素源が液体の場合は wjvで3%，有機酸のカ

ルシウム塩を用いたときは遊離の酸として 3%となるよ

うに添加した。この培地50mCを含む500mC容振渥フ

ラスコに，予めポテトグルコース寒天 (PGA)で280C，

7日間前培養した菌体を按種し， 280Cで7日間振重量培養

した。

3. 分析方法

培養液中の有機酸は，ペーパークロマトグラフィー，

セルロース薄層クロマトグラフィーおよび BULENら12)

のシリカゲノレカラムグロマトグラフィーによって分析し，

リンゴ酸の定量は GOODBANら13)の比色法で行った。

結晶として得た有機酸の融点はシリコンオイノレ中で、測

り，旋光度は HITACHIPOB旋光度測定器を用い，

KREBSら14)の方法に準じて測定した。菌体重量は，培

地に添加した CaC03を 2N-塩酸で溶解し，菌体を猪別

洗糠し，乾燥後秤量して求めた。

実験結果および考察

1. 酢酸からの不揮発酸生成菌株の選択と

生成酸の同定

供試各菌株の培養液中の不揮発酸を検索した結果， 10

数株にクエン酸， リンゴ酸，コハク酸などに相当する有

機酸が検出されたが， Fig.1の薄層クロ 7 トグラムに示

したように，P.むariotiAHU 8007， 9254， 9417の3株

はリンゴ酸に相当する位置に濃いスポットを与え，コハ

ク酸に相当するスポットも検出された。このようなクロ

マトグラムはペーパーグロマトグラフィーでも認められ

たので，次にシリカゲノレカラムクロマトグラフィーを行

ったところ， Fig.2に示したように，この分析でも多量

のリンゴ酸の生成とコハク酸の副生が推測された。なお

Fig.2は P.varioti AHU 9417の結果であるが，他の

2株でも同様のクロマトグラムが得られた。そこで次に

リンゴ酸の分離，同定を行った。すなわち，これら 3株

の培養液を硫酸酸性下で連続エーテル抽出したのち，酢

酸エチルと石油エーテノレでくり返し再結して得られた有

機酸の結品の融点および旋光度は， Table 2に示したよ

うに Lーリンゴ酸の文献値とほぼ一致L，他の2株の測

定結果もこれと大差なし従って先の薄層グロマトグラ

フィー，溶出クロマトグラフィーの結果ともあわせて，

P.叩門oti3株の生成する主要な有機酸は Lーリンゴ酸

であると同定した。

そこでこれら 3菌株の培養7日後の液中のリンコ酸量

を測定し，添加した酢駿に対するりンゴ酸収率を求めた

ところ，P. z域内oti8007株が27.5%，9254株は37.7%，

9417株は48.0%と非常に高く， これら 3菌株は新しい

酢酸からのリンゴ酸醗酵を確立し得る極めて有望なかび

であると認められた。

2. P. vαrioti 3株による各種炭素源からの
リンゴ酸生成能

P. varioti 8007， 9254， 9417の3株は，酢酸を単一炭

素源として多量のレリンゴ酸を生成することが明らか
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Fig. 1. Thin layer chromatogram of organic acids. 
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からのリンゴ酸生成能を調べた。培養条件は先の酢酸の

場合と同じである。 7日間振渥培養の結果，これらの菌

株はプロピオン酸，エタノーノレ，グリセロールからも多

量のリンゴ酸を生成し，特に 9417株はプロピオン酸か

ら36.6%，8007株と 9254株はエタノーノレからそれぞれ

30.1%， 36.9%という高い収率を示し， これらの値は，

糖質炭素源として一般に用いられているグルコースから

の収率よりもむしろ高いものであった。

3. 接種法の検討

Fig. 2. Chromatogram of organic acids 

produced by Paecilomyces varioti 

AHU 9417. 

これまでは PGA斜面で前培養した試験管1本分の菌

体を本培養の接種源としてきたが，生育の旺盛な菌体を

接種するならば， リンゴ酸生成がより早まるのではない

かと考え， 9417株による酢酸からのリンゴ酸生成を対象

に，液体振渥培養からの接種を試みた。

用いた培地は，ポテトグルコース培地 (PG培地)と酵

となったが，酢酸からのリンコ酸醗酵は全く知られてお 母エキスー麦芽エキスーベプトン培地(YMP培地)で，

らず，それ以外の非糖質炭素源についても，先に述べた PG培地は馬鈴薯煮汁にグルコース 1%と酵母エキス

ように多量のリンゴ酸生成はほとんど報告されていな 0.1%を加えたもの， YMP培地はグルコース 1%，酵母

い。そこで，これら P.v山・ioti3株について Table3に エキス 0.3%，麦芽エキス 0.3%，ベプトン0.5%の組成

示した9種類の非糖質炭素源およびグルコース(各坊) をもっ培地である。前培養は，この培地50mf!を宇む

Table 2. Melting point and optical rotation of malic acid produced 

by Paecilomyces varioti AHU 9417. 

Malic acid preparation 

P. varioti AHU 9417 

L-Malic acid 

m.p 

OC 

99-100 

100 

* KREBS and EGGLESTON (1943). 

Final conc. 

% 

0.20 

0.25 

Rotation 

[a]官=+1356 

[αHJ=+1335* 

0.125 日m二十1407*
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Table 3. L-Malic acid production from various 

carbon sources by 3 strains of Paecilo司

RりJcesvarioti after 7 days. 
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Formic acid 。 O 。
Lactic acid O O O 

Propionic acid 1.3 7.0 36.6 

Methanol O 。 。
Ethanol 30.1 36.9 2.4 

Ethylene glycol O 。 。
Propylene glycol 。 O O 

Glycerol 14.9 16.4 23.4 

n-Para伍n O O O 

Glucose 29.6 25.5 32.3 

500 mC容振重量フラスコに PGA上の菌体を 2cm2接種

し，280Cで2日間振遺して行ない，その 5mCまたは

lOmtを本培養培地に接種した。なおその際，前培養液

中のグノレコースはほぼ完全に消費されており，その残量

は0.2mg/mC程度で・あった。またこの液中にはりンゴ酸

は全く認められなかった。

結果は Fig目3に要約して示したが，前培養を液体精養

にかえることにより， PG培地， YMP培地とも培養3

日後にリンゴ酸蓄積量はほぼ最大に達し， PGAから町

接種にくらべ， リンゴ酸生成が著しく早まることが明ら

かとなった。 PG培地， YMP培地からの接種量につい

てみると，いずれも 5mC接種の方が 10mC接種より，

リンゴ酸蓄積量が多く，また接種量に対する増殖菌体量

も多かった。

以上の結果から， リンコ酸の最大蓄積量は PGA5日

後をやや下回るが，生成時期が著しく早まる液体振渥培

養を前培養とするのが好適と判断し，また YMP，PG両

培地問ではリンコ守酸生成量にほとんど差が見られなかっ

たが， YMP培地で単位菌体量当りの生成量が多く，か

っ培地組成も一定していることから，以後の実験の前培

養培地として YMP培地を選び，その 5mCを接種する

こととした。

4. リンゴ酸酪酵の経時変化とグルコースの添加効果

P. variotiの3株は， Table 2に示したように酢酸，

プロピオン酸，エタノールなどから多量のリンゴ酸を生

100 200 

Amount of malic acid and dry cell (mg/50 ml) 

1i00 

lnoculum 

YMP，5ml 

YMP，lOml 

PG，5ml 

PG， 10 ml 

PGA 

PGA 

300 400 500 

Fig. 3. E妊ectof inoculum on malic acid production by Paecilomyces 

varioti AHU 9417. 

• malic a出，区illdry cell weig h t 
* vertical line shows inoculum size 
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成したが，ここではそれらの炭素源について， YMP培

地から接種した場合のリンゴ酸醗酵の経時変化を調べ

た。また炭素源がし、ずれも通常資化されにくい物質であ

るため，菌の増殖が遅れ，ひいてはリンゴ酸生成も遅く

なる可能性のあることを考慮、して， グルコース 0.3%を

同時に加えた培地でも培養し，その効果を調べた。

結果は一括して Fig.4に示した。 L、ずれの菌株，炭

素源についても最大収率は培養3ないし5日後に得られ，

それらは Table2に示した培養7日後の値に匹敵する

もので，しかも対照として用いたグルコースからの収率

を上回るものであった。一方，クaルコースの添加効果を

みると，無添加にくらべて菌体増殖はどの場合にもいく

ぶん促進されたが， リンゴ酸生成に対する効果は各炭素

源につき一様ではなかった。すなわち，酢酸培地にグル

コースを添加した場合は 3菌株とも無添加での収率を

やや下回る傾向がみられたが，プロピオン酸，エタノー

ルを炭素源とした場合には， リンゴ酸生成が早まり，特

に8007株のエタノール培養で、著しい効果が認められた。

また，グルコース添加の有無にかかわらず酢酸，プロピ

オン酸両培地での菌体量はグルコース培地に比べてかな

り低かったが，エタノールを炭素源とした時の菌体量は，

グルコースの場合と同等またはそれ以上であり，炭素源

によってリンゴ酸量と菌体量との関係が一定ではないこ

とが判った。

以上のように，P. variotiの3株は酢酸，エタノール，

プロピオン酸などから多量のリンゴ酸を生成することが

認められたが，さきにも述べたように，従来，酢酸，プ

ロピオン酸からのリンゴ酸生成は全く知られておらず，

とくにプロピオン酸は，その塩類が防徽剤として用いら

れているほどで，微生物の有用代謝産物としては，著者

ら15)が最近報告した細菌によるピルビン酸生成があるの

みである。さらに，エタノールについても 3ないし5日

という短期間の培養で，これ程多量のリンゴ酸が生成さ

れた例は見られない。今後，培養条件などの改善によっ

て収率がさらに高まることも予想され，従って，これら

の菌株を醗酵法による非糖質炭素源からのリンゴ酸生産

に利用し得る可能性は極めて大きいと考えられる。

謝辞

本研究を行うに当り協力をいただいた門修，上口尚史

の両君に感謝の意を表する。

要約

1. かびによる非糖質炭素源の利用を目的に， 30属

230株のかびを酢酸含有梼地で振重量培養し， その代謝産

物を検索した結果，Paecilomyces varioti AHU 8007， 

9254および9417の3株が多量のレリンコ酸を生成し，

コハク酸を副生することを見出した。

2. これらの3株は280C，7日間の振渥培養で，加え

た酢酸に対しそれぞれ27ム37.7および48%の収率で

りンゴ酸を生成したが，プロピオン酸，エタノーノレ，グ

リセロール，グルコースからも生成し，とくに9417株は

プロピオン酸から 36.6%，8007株と 9254株はエタノー

ルからそれぞれ30.1%， 36.9%の高い収率を示し，これ

らは対照として用いたグルコースからの収率よりも高か

った。

3. 前培養に寒天斜面培養を用いるよりも，液体振渥

培養を用いた方がリンゴ酸醗酵の速度が早かった。

4. いずれの菌株，基質についても， リンゴ酸収率は

培養3ないし5日後に最大に達し，さらに，グルコース

を培地に0.3%添加することによって， エタノールおよ

びプロピオン酸からのリンコ酸生成が早まった。
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Summary 

During the study on the utilization of non-sugar 

carbon sources by molds， only 3 strains of Paecilo・
myces varioti， AHU 8007， 9254 and 9417 among 230 

strains of molds belonging to 30 genera， were 

found to produce L-malic acid in yields as high 

as 27.5， 37.7 and 48.0% respectively， from 3;10 acetic 
acid (added as Ca-acetate) after 7 days shaking 

culture. Every strain was recognized to have an 

ability to produce malic acid from propionate， 
ethanol， glycerol and glucose as well as acetate. 

1n particular， AHU 9417 produced the acid in high 

yield of 36.6% from propionate， AHU 9254， 36.9% 

from ethanol and AHU 8007， 30.1 % from ethanol 

after 7 days (every source， 3%). These yields were 

higher than those obtained from glucose by cor-

responding strains. As an inoculum for malic acid 

fermentation， shaking culture was found to be 

more favorable than slant culture in regard to 

the fermentation period necessary to reach a max-

imum yield. When the time course of malic acid 

production was surveyed， the maximum yields of 

the acid from every carbon source by 3 strains 

were secured after 3 to 5 days. Addition of glu-

cose (0.3%) to ethanol司 orpropionate-containing 

medium hastened the acid production， but such 

an effect was not observed in acetate medium 


