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糖 蜜 の 「 ア セ ト ン 」 及 「ブ チ ル ・ア ル コ ー ル 」

醗 酵 に 其就 て(第 一 報)

(一)新 に檢 索 發 見 した るBacillus butyligenusの 該 醗酵.

〔附 〕 Loffler氏 鞭 毛 染 色法 の一新 變 法.

農 學 士　 牟 田 邦 基

(昭 和 七 年 八 月 三 十 日 受 理)

緒 言

從來 糖 蜜 のAceton醗 酵 に關す る研 究 は,之 を穀 類 の該 醗 酵 と同株 何等嫌 氣 的培 養 を行 ふ 事

も無 く容易 に 目的 を達 せ る事 を報 ぜ る もの と(1)(2),穀類 の場 合と異 な り嫌 氣的培 養 を實 行 して

始 め て 目的 を達 す る事 を報 ぜ る もの と(3),又 其 他各 種 の特種 な る醗 酵 方 法(4)に 依 つ て始 め て 目

的 を達 せ る事 を報 ぜ る もの等 あ りて,是 等研 究 家 の意 見 は未 だ 甚 だ相 違 が あ る様 で あ る.余 は

昭和4年 よ り糖 蜜 を原 料 とす る該 醗 酵 の研 究 に從事 したが,未 だ 從來 穀類 の醗 酵 に用 ひ られ て

居 るWeizmann氏 のBacillusを 用 ひ て糖 蜜 を原 料 と して は何 等 か特 種 な る方 法 が施 行 せ らる

ゝに あ らざれ ば,徒 らな る酸 醗 酵 に陷 り目的 とす る醗 酵 困 難 な るか,或 は又其 収得 量が 微 量 に

過 ぎ ざ る事 を試 驗 の結 果 知悉 せ る を以 て 自 ら臺 灘 の 土壤 よ り新 に檢 索 發 見 してBacillus buty-

ligenusと 命ぜ る菌 を 用 ひて 比較 的 簡 單 に 目的 とす る醗 酵 に成 功 し,且 つ共 中 間 工 業 試 驗 に も

之 を數 囘 實 行 して蒸 溜 に附 し實際 製 品 を得 て,穀 を原 料 とす るWeizmann氏 のBacillusに 劣

らざ る成 績 をあ ぐ る事 が 出來 た.然 し唯 だ醗 酵 の當 初 に於 て醪 を減 歴 排氣 状 態 に置 く必要 あ る

缺 點 を有 した けれ ど も,中 間 工業 試驗 に於 て は醗 酵 槽 の製 作其 他 有害 細菌 の進 入等 に就 て は何

等 の支 障懸 念 な く簡 易 に實 行 し得 た の で,今 日迄 に得 た成 績 を報告 せ ん とす る もの で あ る.

本研 究 を遂 行 す る に當 つ て 海軍 火藥 研 究部 及滿 鐵 中央試 驗 所 の六 所 文 三氏 の 厚意 に よ り分 讓

されたWeizmann氏 のBacillus即 ちBac. granulobacter pectinovorumを 參老 と した.こ の

海 軍 よ り分 讓 を受 けた 菌 は,歐 洲 大戰 の末 期英 國 に滞在 中 な りし海 軍 火藥 廠 の 岸本 氏 がCaptain

 Desborough及 びDr. Thysen兩 氏 の厚 意 に よ り英 國海 軍 當 局 に交 渉 して分 讓せ られ た もので

Weizmann氏 のBacillus,即 ちgranulobacterに 相 違 な き もので,六 所 氏 の 研究 成 績(1)に よ る

も,又 私 が其 各 種 の性 質 に就 て 試驗 した 性 質が 從來 歐米 に於 て發 表せ られ だ る該 菌 の 性質 と全

く相 一 致 して居 る もの で あ る.

實 驗

第 一 章 　甘 蔗 糖 蜜 に適 す る菌 の分 離

(一)本 島土 着菌 の檢 索.

從 來Aceton菌 の 固 形培 養 は頗 る困難 視 或 は 不 可能 視せ られ 其純 粹 培 養 法 と して は胞 子 の耐

熱 性 を利 用 して數 十 囘 の淘 汰 的培 養 に依 つ て 目的 を達 せ られ つ ゝあ り.故 に余 も亦 目的 とす る
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細菌 を檢 索 分 離 す るに は實 驗 の當 初 に於 て は專 らC. Weizmann氏 の 方 法 を 用 ひた が 後固 形 培

養基 に 於 て容 易 にKoienieを 生産 せ しむ る事 を得 た ので,固 形培 養基 上のKolonieに よ る分

離 法 を併 用 した.即 ち外 國碎 白米 に市 販 米糠10～20%を 混ぜ る もの ゝ5～7%水 溶液 の試 驗

管 入培 養 基 を用 意 しAutoklavに て2氣 歴 に2時 間蒸 煮 した もの に採 集 した 試 料 の 小 量 を入 れ

37℃ Thermostatに10～20目 間培 養 し,然 る後 沸騰 せ るWasserbadに 試驗 管 の培 養 を漬

け,試 驗管 内 の培 養基 の温 度がWasserbadの 熱 湯 の 温 度100℃ と同 一 温度 とな る迄 即 ち3～4

分 間 漬 け た 後取 り出 し,尚 ほ 試驗 管 が 沸騰 湯 に漬 か らざ る上部 は火焔 を用 ひ て外 部 よ り殺 菌 を

行 ひ,然 る後 室 内 の常 温 に放 置 し,冷 後 之 を種 子 と して 更 に新 しき同様 培 養 基 に接 種 熟 域 せ し

め,以 て 更 に同 一方 法 を繰 り返 へ し淘汰 的 培 養 を進 行 せ しむ.斯 く して適 度 に淘 汰 せ し後 固 形

培 養 を行 ひKolonieを 生 産 せ しめ純粹 培 養 を爲 す.其 際培 養 に 用ひ し試 驗 管 は長 さ25cm内 徑

3cmに して綿 栓 を施 し,更 に之 をParaffln紙 にて包 む.こ の試 驗 管 に於 て培 養 液 は95～

100℃ のWasserbadに 浸 漬す れ ば,3分 間 に てWasserbadと 同 一 温 度 と な る .斯 く比 較 的

大 型 の 試 驗 管 を用ふ るは,醗 酵 の 状況 明 瞭 な るの み な らず,培 養 の熟 成後 其 上 澄 液 を採 つ て

Acetonの 定 性 を爲 し,之 を種 子 と して 多數 に分 割 して培 養 を進 行 し,又 この試 驗 管 培 養 を減

壓 中 に於 て醗 酵 せ しむ る爲 め減 歴操 作 を行 ふ場 合,培 養基 の 沸騰 に よ り可 成綿 栓 を濡 らさ ざ ら

しめ んが 爲 め,斯 く大型 な る を用 ふ る必 要 あ り.

接 種 後培 養 す るには,眞 室 乾 燥 器 中 に 入 れ て 水銀 柱 の20～50mmの 減 壓 程 度 に て37℃

Thermostat中 に保 ち,其 後 培 養 中 適度 に更 に排 氣 操作 を繰 り返 へ す.乾 燥 器 の 器 底 に は20%

のPyrogallo1及 同%の 苛 牲 加里 を等 量 に混 ぜ る もの を脱 脂綿 に浸 して入 る.

Solventの 生 産 の有 無 を檢 す るに は, Acetonの 定性 を爲 す. Acetonの 定 性 法 と して はJod-

form反 應, Lega1氏 の反 應等 あれ ど何 れ も頗 る不 適 に して 用 ふ る事 を得 ず,唯 だRothera's

 Reaction(5)を 以 て最 も適 當 した る もの と して専 ら是 に よ り,又 其 呈 色 の 強 弱 に よ り各菌 株 の撰

擇 淘 汰 を行 ふ.其 方法 は熟 成せ る培 養 の上 澄 液 を試 驗 管 に採 り(Acetonの 生 産 小 量な る場 合 は

醪 を 一旦蒸 溜 して,溜 出液 に就 き定 性 を爲 す べ きな れ ど,特 に 必要 を認 め し場 合 の外 蒸 溜 を行

はず して唯 だ上 澄液 を用ふ) 5% Na-nitroprussld1osungを 滴 加 し,更 に數 滴 のKonz. Ammo-

niakを 加へ,更 に 又Kahlbaum製 のfesten NH4-Sulfat(不 純 な る時 は 呈色 弱 く,不 明 な る

時 あ り)の 小 量 を添 加 してfesten　 NH4-Sulfatと 液 との間 に生 す る紫 色 を-20分 時 内 に時 々観

察 す.但 しこの反 應 に於 てNa-Nitroprussid及NH4-Sulfatの 量 大 な る に 從 ひ 呈色 度 強 しと

雖 も, Ammonlakの 最 大 な る時 は却 つ て 呈色 消失 す る傾 向 あ り.而 して この反 應 に よ り全 く

見込 無 き もの は余 は當 初 廢 棄 した れ ど も,後 は假 令 試 驗 中Acetonの 生 産 力 皆 無 な る もの も

保 管 して培 養 を進 行せ り.何 となれ ば培 養方 法 の 如何 若 し くは培 養 基の 種類 を異 に す る に從 つ

てAcetonの 生 産 力 を 異 に す る 場 合 あ る を 以 て な り.而 して淘 汰 的培 養約5～8囘 に して

Sand Kultureと して 保 管 し,漸 次 目的 に最 も適 した もの よ り研 究 を進 行 す .

細 菌 の分 離 に使 用 した る穀 類 及土壤 は第 一 表 の如 し.
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第 一 表

本表に於て(-)に 全 く生産ぜす, (+)は 極 めて微量, (++)は 明に生産すれ こ

も微 量, (+++)は 梢 々強 きを示す.

以上 の試 料 に 於 て土 壤 を採 集 す るに は園 塾 用の 移 植 ゴテ を用 ひ て土 壤 の表 面 よ り8寸 乃 至1

尺 の 深 さの部 分 を取 つ て綿 栓 殺 菌 して 用 意せ る標 本 瓶 に入れ て貯 藏 す.用 ふ る移 植 ゴテ は使

用後 毎 囘60　 vol.%の 酒精 を用 ひ て洗滌 し,脱 脂綿 若 し くは ガ ー ゼに60 voL%の 酒精 を浸 漬

せ しめた る もの を以 て 包 み,更 に乾 燥 せ る ガ ーゼ にて 包 み し上 を萩聞 紙 にて包 みて携 帯 す.馬

鈴 薯 よ り目的 とナ る細 菌 を分 離 す るに は馬 鈴薯 をBecherg1as中 に入 れ加 水 して放 置10日 間十

分 腐 熟 した る もの を加 熱 殺 菌 して用 ふ.其 他 穀 類 は粉 碎 した る もの を用 ひ し も粟,稗 及米 糠 は

粉 碎 せ す して其 儘 用 ひ,米 は粉 碎 し若 し くは粉 碎 せ ず して用 ふ.土 壤 は加 熱 殺菌Pinzetteに て

小 塊 を狡 み其 儘 用ふ.

淘 汰 的 培 養 約4囘 に至 る迄 各Probeを 異 に す るに從 ひ,細 菌體 の形 態 に 各 々相 違 あ りしと

雖 も淘 汰 的 培 養 漸次 進 行 す る と共 に5～6囘 頃 よ り田略統 一 され た ろ形 態,即 ちClostridia1-又

はPlektoridia1-formを 形 成 す る種 類 の形 とな る.然 れ ど も其 闇 に各 菌 株 に 從 ひ 多 少の相 違 あ

る もの あ る を認 む.
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以上 の成 績 に よ ゆ大 體 に 於 て穀類 中のAceton菌 よ りも土 壤 中のAceton菌 に有 力 な る もの

存 在 す る傾 向 あ り.

(二)各 菌 株 の糖 蜜 の 醗酵 能 力 比較.

糖 蜜 の醗 酵 に就 て は本 試 驗 當初 に於 て は未 だ十 分 な る経 驗 を有 せ ざ り し爲 め 多 く失 敗 に蹄 せ

り.帥 ち假 舎 多 少 の醗 酵 は螢 爲 す る と雖 も,徒 らな る酸 醗酵 に して 又Jodometrie法 に よ り相

當 な る定 量 成績 を得 る場 合 あ る も,實 際 に分 溜 に よ りAceto額 及 びButaaolを 牧 得 せ ん とす る

時 は牧 得 量 は極 めて 微量 に止 ま り,實 際 にAcetonを 確 實 に 生産 せ ゆとの 確證 を得 るに 至 らざ

りき.

然 れ ど も漸 次 試驗 囘數 を重 ぬ る に從 ひ,培 養 基 の薪 査 と ヒAcetonの 生 産 と重 大 な る關 係 あ る

を認 む るに 至 り,更 に進 んで 同 じ く新鮮 な る培養 基 に於 て も培 養 中 に於 け る嫌 氣培 養 の排 氣 の

程 度 に關 係 あ る を認 む る に 至 り,始 め て糖 蜜 を原料 と して實際 にAceton及Butylalkoho1を

分 溜 す る事 に成 功 せ り.

斯 くの如 く して13種 の菌 株 に就 き試 驗 せ る所 は第 二表 の如 し.此 の表 に於 て

(イ)酸 を調 製 す るに は 下記 分 析表 の糖 蜜 をBrix 10ﾟに 水 道水 を以 て稀 釋 し,之 れ に醪

100c.c.中19.の 米糠 を添加,ア ル カ リを以 て中趣 の後Koch氏 殺 菌 釜 に3日 間,間

融 殺菌 を爲 し,未 だ醪 の温 暖 な る内 に碎米 培 養 の種 子約1～2滴宛 を接 種 す.

(ロ)培 養 す る容器 は200～500c.c.の 三 角瓶 に 酸 を100～300c.c.入 れ綿 栓 はParaffin

紙 にて包 みPyrogallolを 入れ た る真 空乾燥 器 中 に入れ,真 室 度30mmに 排 氣減 歴 し

其 後醗 酵 経 過 中 も時 々排 氣 減歴 を行 ひ37℃Thermostat中 にて 培養 す.

(ハ)原 料 糖 蜜 の分 析;

第 表

【備考】 分励「法は盛薄釀 造研究曾編釀造使覧に よる.

第 三 表 に於 け るAcetonの 定 量 は普 通 一般 にAceton醗 酵 の藤 に 於 て 用 ひ ら る ゝMessinger

及Goodwia(6)氏 の 方 法 に從 ひ し もの に して共 一 例 を示 せ ば次 の 如 し.

熟 成醪100～200c.c.を 探 り,之 を苛 性 曹達 に て弱 アル カ リ性 とな し井 水 を加 へ て200～300

c.c.と な し蒸 溜 フ ラ ス コに容 れ,普 通 の如 く蒸 溜 に附 し其3分 の2の 溜 出液 を採 り,更 に溜 出

液 中のAmmoniakを 除 宏 す る 目的(Bakteriaは 含 窒物 質 を 分 解 してAmmoniakを 醪 中 に 含

有 す る に至 る を以 て溜 出液 中に遊 離Ammonlakを 溜 出 して 定 量 に過 大な る結 果 を與 ふ.殊 に

Peptonの 如 き含 窒物 を營 養 剤 と して用 ふ る如 き場 合 はAmmoniakの 發 生 旺盛 に して被 檢 定 液

は屡 々Jodの 添 加 こよ り黒 變 す る事 あ り)を 以 て稀 硫酸 を添 加 して弱 酸 挫 とな し3分 の1量

の 水 を加 へ て再 溜 して其3分 の2の 溜 液 をMesskolbenに 探 り正 しく容 量 を定 め,後 其 の5～
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第 三 表

10c.c.を 有 栓 の200～300c.c.の 三角 瓶 に入れ, 2N苛 性 曹達10c.c.を 三 角瓶 の器 壁 に添 ふ

て流 下 せ しめ,約5分 間 振盪 せ る後, N/10沃 度沃 度 加里 液10～25c.c.を カllへ栓 を施 し,振

盪 しつ ゝ10～20分 間 放 置,然 る後 更 に2N硫 酸 液 を10c.c.よ り多 少過 量 に加 へ て 栓 を施 し

振 盪 せ る後N/10 Na-Thiosulfat液 に て新 鮮 な る澱 粉 液 を 以 て 滴定 して,消 費 され た るNa-

Thiosu1fatの 量 を前 に加 へ た る 沃 産 液 よ り引 き劫;殘 量 の沃 度 液1c.c.=0,000967gの

Acet磁 に相 當 す る もの と して計 算 す.但 し此 の際blank kontro1と して 醗 酵 せ しめ ざ る醪 を

同様 に して 定 量 をな し,こ の滴 定 數 を控 除 す る事勿 論 な りとす.

以上 の成績 に よ り第20號 菌 が最 も目的 とす る所,即 ち糖 蜜 の醗 酵 に適 す る を以 て,先 づ 第

20號 よ り研 究 に着 手せ り.

第二章　第20號 菌

本菌は臺南州岡山郡橋子頭歴臺灘製糖株式會社附近の骨藷耕作中の土壤より昭和4年12月

6日採集せるものより分離せるものなり.其 碎白米及米糠の培養基に於ては培養基の分解比較

的良好ならすして熱成せる醪に於て も久しく白濁 を呈 し,上 澄液透明となる迄には久 しき時日

を要す.又 熟威せる醪の黄色度も極めて淡 く殘澄の液上面に浮上する事 も無 く,永 く保存する

時は液の上面の試驗管に微弱なが らRingの 形成あり,皮 膜は形成せす.而 してAcetonの 生

産も甚だ劣弱な り.

然れ ども糖蜜を原料とする時は比較的熟成醪のAcetoaの 香氣高きのみな らすJodometrie法

による定量成績 も頗る良好なるによゆ先づ本菌を撰定 した り.

10囘 のSelectionに より顯微鏡的に形態を調査 し,又 糖蜜醪を醗酵せしめて常にKonstant

のAcetonの 定量成績を得 るにより純碎なりとして各種の研究を進行せ り.而 して研究の進行
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中 に於 て も常 に其 培 養 中Selectionを 行 ひ,現 在 に於 て は100數 囘 のSelectionを 経 し もの を

得 るに至 れ り.

(一)本 菌 の 名 稱.

Nomlale Zellen, Sporen, Sporangiea, Reservestoff等 略 ぼBacillus amylobacter A.M.et

 Bredemann(7)又 はClostridium acetobuty1icum若 し くはBac. saccharobutyiicus Klecki(8)等 の

酪 酸 菌 若 し くはAceton菌 に類 似す れ ど もGramscheforbung, Koloaie,各 種 炭 水 化物 の醗 酵

能 力等 に於 て 從來 記載 せ られ た る もの と相 達 す る虞 あ りて,且 つ 從來Aceton菌 と して 專 ら廣

く用 ひ られ て 居 るBacillus granu1obacter pectinovorum, Bacillus macerans Schardinger(9)若

し くはBacillus acetoethylicum Northrop(10)等 とは其 工業 的 用 法 に於 て特 異 性 を有 す る もの と

思 考 す るが 故 に,特 にBadllus buyyligenusと 命名 して研 究 を進 行せ ん とす.即 ち 從來 提 出 さ

れ た るAceton菌 は 穀類 を直 接分 解 醗 酵 してAcetonとButylalkoholを 生 産 す るに反 し,本

菌 は穀 類 に直 接作 用す る場 合 は,好 氣若 くは 嫌 氣何 れ の増 養 た る を問 はす,有 機 酸醪 酵 に陥 り

Aceton及Butyla1koho1の 生 産量 は極 め て微 量 な るか 若 し くは皆 無 な るに反 し,糖 蜜 を原 料 と

す る場 合 に 於 て嫌 氣培 養法 に よ り極 めて 優 秀 にAceton及Butylalkoho1の 收 得 量 を示す 特 性

を有 す.

(二) Morphologie.

Morphologleは 各種 の培 養 基 に於 て變 化 あ るべ き筈 なれ ど,本 報 告 に於 て は米 醪 に 於 け る場

合 の 記載 を爲 す.

(イ)培 養 基 の 調 製.

外 國碎 白米 に20%の 米 糠 を混 じ細 粉 となす.之 を前 記 細 菌 の分 離 の 項 に記 す と囘 様 の試 驗

管 にて 同様 に蒸 煮 す.而 して使 用の 際 は 一旦 貯藏 して冷 却せ る もの は更 に沸 騰 するWasserbad

中 に入 れ 加 熱 し,或 は 又Koch氏 殺 菌釜 中 に て加熱 せ る後其 未 だ 冷 却 せ ざる以 前 帥 ち50～80ﾟ

Cに 於 て接 種 す.

(ロ)培 養 の 方 法.

前 記培 養 基 に接種 後 其 培 養 基 の未 だ 温 暖 な る内 に眞 室乾 燥器 に入 れ,20～30m.m.減 歴 度 に

達 せ しめ37℃ Thermostatに て培 養 す.

Normale (vegetadve) Zellen:一 接 種 後18～24時 間培 養 に於 て 兩 端 圓 形 に して 堅實 な る 多

く長稈 歌,稀 れ に短 稈 歌 を爲 し,時 に數 個 連結 體 を造 り各個 體 の區 別 明 か な らざ る場 合 あ り.

其 長 さは明 瞭 に1澗 體 な りと認 め得 る もの に て12μ に達 す る事 稀 れ な らす,短 きは3.2μ 程

度 に して,普 通5μ 程 度 の もの最 も多數 な り.幅 は比 較 的 一定 して移 動 少 く0.8～1.2な れ ど

も0.8μ 程 度 の もの最 も多數 な り.

Sporangien:-Clostridialformに 於 て は長 さ4.5-8μ に して,幅 は 最大 部 に於 て1.8～

3.2μ な り.兩 端 は 尖鋭 産 少 く圓形 を帯 ぶ る もの多 數 な れ ど,尖 鋭 の程 度 高 くSpindelformを 呈

す る もの も少 しとせ ず. Plektridialformに 於 て は長 き もの は12.2μ に達 す る もの あ れ ど,
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7～8μ の もの を最 も普 通 な りとす.幅 は 最大部 に於 て1.6～3.2μ な り.接 種 後24時 間 に て既

に試 驗 管培 養 に於 て はSporangienの 形 成 あ りて24～40時 間 にて其 形 成最 も旺 盛 な り.

Spofen:-　 胞 子 は甚 だ幼 稚 な る新 しき培 養 に於 て 邸 ち接種 後24～40時 間 内外 の 培養 に於

て 既 に胞 子 を形 成 せ るClostridium形 の 菌體 少 なか らす して約40時 間 に して遊 離胞 子の 形成

旺 盛 な り.而 して既 に胞 子 を生す る も頗 る旺 盛 活澄 な る運 動 を營 む

十分 に成熟 せ る胞 子 の 大 さは2.6×1.6μ な り.

第 四 表

1930, 12gt. 2nt. 接 種 培 養; 1931, 3gt. 6nt. 檢 定.平 均

Lange (μ) 2.4 2 .5 2.6 2.8 3.0 3.2 2.57μ

Anzah1 (個) 22 19 11 6 18 24

Breite (μ) 1.0 1.2 1.4 1 .6 1.8 1.58μ

Anzahl (個) 3 4 3 81 9

培 養50～60時 間 に してnormal Zellen及Sperangienは 減 少 して 老 廢 體 の 状態 とな り,

 freie Sporenの 數 増 大 す.　Sporeは 楕 圓形 に して表 面 平 滑 な り.胞 子 の 大 い さは成 熟 十分 な

る もの に於 て3.2〓 ×1.6μ の 略 ぼ一 定 した る大 さ を有 す れ ど も,古 き培 養 帥 ち接種 後20～100

日を經 過 せ る もの に於 て は,長 軸 若 くは短 軸 に於 て0.4μ 程 度縮 少す.尚 ほ新 しき増 養 に於 て

も胞 子 を染 色 す る際 に 於 け る加 熱 の程 度 大 な らざる時 は生態 の 大 さと同 一 なれ ど,加 熱 大 な る

時 は周様 程 度縮 少 を來 す.而 して 本菌 の 胞 子 はCarbolfuchsinに よる染 色極 めて良 好 に して 且

つ 稀 酸 に よる脱 色 も比 較 的容 易 な り.

胞 子 の 發芽:-　 胞 子 は米醪 の培 養 の約1ケ 月經 過して十 分 に 成 熟 せ る もの を100℃ に3

分 間 加 熱 して 既 に記 述 せ る と同様 の 米 醪 に 同 様 に して 接 種37℃ に培 養 してAnilinwasser-

gentianaviolettiosungを 以 て染 色 して 發芽 状 態 を観 察 す.

接 種 後17乃 至20時 間 に して大 部 分 は發 芽 を爲 し, 14時 間以 前 に於 て 發 芽 す る もの無 く15

時 間乃 至16時 間 に 發芽 す る もの は極 め て小 數 に止 ま る.

發 芽 状 態 は胞 子 の 長 軸 の 一端 よ り發 芽す る印 ち極 發芽 な り.

老 廢體:-　 十分 に醗 酵 終 了後 に於 て 之 を觀 察 す るに 大 部分 は既 に遊 離 胞 子 の状 態 を呈 す れ

ど もvegetative Zellen若 し くはPlektridialforrnの 形 態 を呈 し,胞 子 形 成 の 中途 に て老 廢の 状

態 となれ る もの 少 なか らず.而 して最 も興 味 を感 ず る事 項 はGramsche Farbungの 項 に於 て も

記 載 す る如 く老 廢 状 態 となれ るvegetative Zellen中 に短 桿 菌様 體 を發 生 し,而 して 該 體 を發

生 せ る母 細胞 は漸 次 脱離 して,該 體 は恰 も獨 立 した る新 な る細 菌體 の如 き觀 を呈 す る事 な り.

而 して該 體 の特 性 とす る所 は母 細 胞 はgramsche Farbungはnegativeな るに反 し,之 れ は 強

きpositiveに して 又胞 子 は0.5% Methylen blauに よ り染 色極 め て 不 良 な るに反 し,之 れ は

極めて強 く染色せ らる.其 の大さは略は 一定 しO.8×1.6μ 乃至0.8×1.8μ な り.新 鮮なる培

養に於ては該體 を存せずして,醗 酵の末期若 しくは醗酵を終れる老培養に於て該體並に該體よ

り母細胞の脱離 しつ ゝある状態を認むるな り.而 してこれは1種 の胞子類似の繁殖器管なるが
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如 き疑 ひ を有 しBredemana氏 等 の記 載 す るMictooidien類 似 の もの と思 考 せ らる.

Geisseln:-　 鞭 毛染 色 を實行 す るに は蛋 白質, Pepten等 含 有 量 少 き炭 水 化 物 の 固 形培 養 の

極 めて新 鮮 な る もの を採 つ て 實行 す る を普 通 な りとす.然 れ ど も余 は前 述 の 米 醪 の 液 體培 養 に

就 き觀 察 を遂 行 せ り.

染 色 はLoffler氏 法 に從 つ て實 行 せ る も殆 ん ど全 く不 成功 に終 れ り,而 して其 際 用ふ る硫 酸

第 一鐵 の 古 く してOxyd等 に變 化せ る もの 多 き もの 程,染 色 僅 か に良 好 な る傾 向 あ りしを 以 て

硫 酸 第 一鐵 中に任 意 少量 の硫 酸 第 二鐵 を添 加 して試 驗 せ るに良 好 な る成 績 を得 た り.然 れ ど も

尚 未 だ 不十 分 な る を感 ぜ しを以 て更 に全 く第 一鐵 を使 用せ ず,硫 酸 第二 鐡 の20%水 溶液(蒸

溜 水lL.中 硫 酸 第 二 鐵20gを 溶 解)を 用 ひ しに 毎囘 良好 に鮮 明 な るPraparatを 製 す る を得

た り。 其 實 行 せ る 方法 は

(1) Loffler氏 原 法.

Janke-Zikes: Arbeitsmethoden der Mikrobiologieに 從 つ て行 ふ.

硫 酸 第一 鐵 の 冷飽 和 液 を造 るに は緑礬 の新 鮮 な る もの を用 ひてOxydを 除 去 す る爲 め 濾紙 を

以 て濾 過 せ る後 他 の試 藥 と根 混 じ,若 し くは濾 過 せ ず して 即 ちOxydを 除 去 せ ず して 混 ぜ し も

何 れ もDeckglasに 色 素 の被 膜 を生 じ,容 易 にGeisselを 見 る事 能 は ず して極 め て 稀 に小 數

に薄 く染 色 せ られ た るに 過 ぎず.硫 酸第 一 鐵 の古 く風 化せ る もの を用 ひ し場 合 は,可 な り鮮 明

に認 め得 る場 合 あ りと雖 も,硫 酸 第 二鐵 を用 ひ し場 合 の如 く容 易且 つ鮮 明 な らず して極 め て 不

完 全 な り.又 媒染 剤 に苛 性 曹達,硫 酸 若 し くは鹽 酸 の 小量 を添 加 して試驗 せ る も何 れ も良 結 果

を得 ず.

故 に媒 染剤 と して硫 酸 第 一鐡 の 新鮮 な る もの を用ふ る時 はGeisselの 染 色不 可能 に して,古

く風 化 せ る もの を用 ふ る時 は僅 か に染 色 せ られ た りと雖 も,下 記 の 如 く硫 酸 第 二鐵 を用 ふ るに

如 か ざ る な り.

(2) Loffler氏 の媒 染劑 の變 法.

(1)に 記 述 せ るが 如 く媒 染 劑 の 硫 酸 第 一鐵 の風 化 如何 に よ り染 色 に難 易 あ る事 を認 め し を以

て 硫 酸 第 一鐵 の 代 りに硫 酸 第 二鐵 を用 ひ しにPraparatの 洗滌 極 め て 良好 に して,現 は る る鞭

毛 の 状 態 も極 めて 良 好 に して興 味 ある もの あ る を觀 察せ り.即 ち倍 率 低 き又解 象 率 低 き顯 微鏡

を以 て觀 察 す る時 は,普 通 に 視 らる るGeisselの 外 に細 菌 體 の 周 圍 に一 塊 の 不純 吻が 煙 の如 く

附 着 して 視 らるれ ど も,之 を 倍率 高 く又解 象率 高 き顯 微 鏡 を以 て觀 察 す る 時 は細 長 な る鞭 毛が

波 状若 くは螺 線状 を呈 しPeritrichに 相 互相 接 して密 生 し居 る事 を觀 察 す.(余 はZeiss製 の

太 型鏡 筒 顯 微 鏡 に て對 物 鏡120n.A. 1.3及Leiz製 の 太型鏡 筒 顯 微鏡 にて 對 物 鏡90n.A. 1.32

の兩 者 を比 較 して 用 ひ た.)

其 染 色 を實 行 せ る方 法 は

(1) Beize.

1c.c. Alkoholische gesatttigte Fuchsin Losung.
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5c.c. 20g Ferrisulfatを 蒸 溜 水 を 玖 て 溶 解 し100c.c.と な す .

10c.c. 20gのTanninを 蒸 溜 水 を 以 て 溶 解 し100c .c.と な す.

上 の 各 液 を 使 用 に 際 して 混 合 して 濾 過 す.

(2) Anilinwassergentianaviolett Losung.

100c.c. Anilinwasser

4～5g. Gentianaviolett.

1c.c. 1% Natronlauge,

此 の色 素液 は使 用 に際 し調 製濾 過 す.

(3)染 色 の 方 法.

前 記 米醪 の20～40時 間tp養 の數 滴 を水 道水 約30c.c.を 入れ た る小蒸 發 皿 に 滴 加 し,該 液

をDeckg1aschenに 可 成薄 く塗 末 し,瓦 斯 火焔上 の乾 燥せ る察氣 中 にCornetpinzetteに て保

持 し,可 成 低 温 に可 成 迅 速 に乾 燥 せ しむ.而 して之 を更 に加熟 して固 定せ しむ る事 な く,其 儘

媒 染剤 を滴加 して静 か に加 温 し,液 面 よ り蒸 氣 の 發 生 を見 るに至 りて加 温 を止 め,1分 乃 至2

分 間静 置 す.然 る後 色素 を傾斜 して 去 り,水 中 に入 れ十 分 に洗 滌, 94%酒 精 を以 てPraparat

を洗 滌,細 菌 の 附着 部分 の み 着 色 を認 む るに至 りて止 む.然 る後 濾紙 にて 乾燥 し, Anilinwas-

sergentianaviolettをPraparat上 に滴 加其 全 面 を被 は しめSparflamme上 に て徐 熱 し蒸氣 發生

す るに 至 らば 之 を机 上に静 置 す る事 約1～3分 間,然 る後 水洗 してBalsamを 以 てPraparat

を固定 し檢鏡 す.

遊 離 胞 子 に殘 符 す るGeissel:-本 菌 は米 醪 に於 て極 め て迅 速 に,邸 ち30時 間 内 外に於 て

即 にSporeの 形成 を開 始 し, 40時 間 内 外 に て遊 離胞 予の形 成 旺 盛 な り.而 して胞 子 を形 成 す

る も蓮 動極 め て活 廢 な り.故 に 接種 後40時 間 内 外の 培 養 に於 て前 記せ る方法 に よ り(seissel-

farbungを 行ふ 時 は,遊 離 胞 子 と認 む べ き もの ゝ一 端 に數 本,若 し くは束 状 を 爲 して 尚 ほ

Geisselを 殘 存 す る事 を認 む.一 見Spore其 者 にGeisselを 有 す るが 如 き外觀 を呈す る もの あ

りと雖 も,下 記 す るが 如 き事實 に よ り母 細 胞 の 一部 が 未 だ十 分脱 離 せ す して尚 ほ殘 存 す る もの

と思考 せ らる.

(イ)接 種 後40時 間内 外 培養 せ る醪 の上 澄 液(遊 離 胞 子 の 發 生 駐 盛 な る 時 期 の 醪)を

Deckglaschenに 塗 沫 しSparflamme上 の乾 燥 室氣 中 に保 持 し乾 燥 せ る後, 1%酷 酸液 を滴 加

して,共 儘 風 乾 揮 發 乾燥 せ る後 前 記 鞭 毛染色 法 に よ り鞭 毛染色 を爲 す時 は,鞭 毛 は染色 せ られ

ず して唯 だfreie Sporsnの 前 記鞭 毛 を附着 せ る部分 に薄 紫色 に染 色せ られ た る扇 状形 の 第十

五 圖 に示 す もの と同 一 な る一種 の尾 を曳 引す る を視 る.而 して 殆 ん ど總 て のfreie Sporenに 此

の 曳 引 物 質 を附着 す る事 を認 む.

(ロ)前 項 と同 一 な る培 養 を探 り, Sporenfarbungを 爲 しMethylenblauを 以 てDoppel-

farbungを 行 ふ時 も同嫌 に,紫 色 に染 色 せ られ た る場 状形 の 物 質 を一 端 に 曳引 す る を視 る こ と

第 十五 圖 に示 すが 如 し.
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Granulose:-N/10 Jodojodkali液 を細 菌 の 生 體 に 加 ふ る時 は 極 め て 幼 若 な る 竜 の は 唯 だ

稀 黄 色 を呈 す る の み な れ どSpore生 産 の 時 期 に 到 れ る もの,若 くはSporeを 生 産 せ る もの は

Granuliseの 生 産 顯 著 な り.

Kapsel Farbung:-Kapsel Farbungはrriedlander氏 法 に よ る.師 ち

(i) Praparatを1～3分 間1%酷 酸 液 に 浸 す.

(ii)液 分 を除 去 し速 か にPraparatを 風 乾 す.

(iii) Anilinwassergentianaviolett液 を 以 て4～5秒 間 處 理 す.

(iv)水 に て 洗 滌 し鏡 檢 す.

本 法 に よ る時 はnormal Zellen若 し くはSporangienに 於 て はKapselを 見 る 事 能 は ず.

 freie Sporenに 於 てKapselと 思 は る ゝも の を觀 察 す れ ど も,こ れ 所 謂Exineの 厚 き も の な

る べ し.

Sporenkapsel:-Winogradsky及Bredemann氏 等 はSporenkapsel(11)な る もの を 稱 し た

り.本 菌 に 就 て 米 醪 に 於 て 之 を 調 査 す る に 本 菌 のSporeはCarbolfuchsinに よ り極 め て 良 く染

色 せ ら る ゝに よ り,此 の 所 謂Sporenkapselを 調 査 す る に は 極 め て短 時 間Praparatを Carbol-

fuchsia液 に 浸 し,直 ち に 洗 滌 して 見 る時 はBac. granulobacter　 pectinovorumの 如 く顯 著 な ら

ざ る も之 れ に類 す る もの を認 む る 事 を得.然 れ ど も このSporenkapselはWinogradsky若 くは

Bredemann氏 等 の 稱 す る如 き 母 細 胞 の 其 儘 殘 存 す る もの に 非 ず して,胞 子 其 者 の 外 皮 な り.

 Gramsche　 Farbung:-本 法 を本 菌 に 屠 ひ し手 續 は 下 記 の 如 し.

(i)若 き培 養 よ り小 量 の 細 菌 を探 りDeckglaschenにAusstrichpraparatを 作 り之 を風

乾 固 定 す,

(ii) Anilinwassergentianaviolett-losungをPraparatに 注 ぎ加 熱 す る 事 少 く も2分 間,

(iii)水 を 以 て 洗 滌,

(iv) N/10 JodlodkalilosungをPraparat上 に 注 ぎ30秒 ～1分 間 静 置,

(v) Praparatよ り沃 度 液 を 流 し去 り,局 方absol. Alkoholに て 洗 滌 肉 眼 に て 色 素 を 認

め ざ る に 至 りて 止 む.

以 上 の 方 法 に 依 て 檢 す る時 は 本 菌 はnegativな り.然 れ ど もSpore生 産 の 時 期 に 近 づ け る

もの に 於 て はpartially　 positlv(13)の もの を小 數 に 混 ず. Sporeはnegativ (殆 ん ど 總 てnegativ

な れ ど も小 數 にpositivな る もの を混 す)な り と雖 も,老 培 養 に 就 て 調 査 す る に 第 十 七 圖 に 示

す 如 く,小 數 なが ら短 桿 菌 様 體 のpositivな る もの を 混 ず.同 一 の 試 料 に 就 てMethylenblau

を 以 て 染 色 す る時 はGram positivな り し其 細 菌 様 短 桿 體 は 濃 厚 に 染 色 せ ら る ゝを 見 る.而 し

て 共 大 さ は0.8×1.6μ ～0.8×1.8μ な り.

然 れ ど も之 れ はBredemann氏 等 の 觀 察 せ るMicrooidien(11)類 似 の も の,若 し くはHaag

氏 等 の 稱 す るGonidial　 form(13)(14)に してGram negativな る母 菌 の 體 内 に 生 ぜ る も の が,母

體 が 破 壤 脱 離 してfreiの 状 態 に變 化せ る もの な るべ し.
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胞子 の死滅 温度:-長 さ15cm,径1.5cm.の 試 驗 管 に5%の 米醪 を2i氣 歴 に2時 間蒸 煮

せ る もの を5c.c.宛 分 取 し100℃ に40分 宛3日 間,間 歇 殺 菌 の後 本 菌 を接 種10日 乃 至20

日培養,十 分 に胞 子 を生 ぜ しめ た る後,こ れ を其 儘第 五表 に示 す夫 々 の温 度 に加熱 し,加 熱 所

定 時 間 を経 れ ば直 ち に冷 水 中 に 入れ て 冷却 し,之 を既 述 せ る細 菌 の 分離 の 場 合 に用 ひ た る大 な

る試 驗管 入 りの米 醪 中 に流 入接 種 して, 37℃ に培 養 して醗 酵 の有 無 を觀察 せ り.但 し100℃

以 上 の温 度 の場 合 は,胞 子 を培 養 せ る試 驗 管 ロ を加 熱熔 融 して 密封 した る もの を所 定 の 温度 の

Ol-badに 歿 入せ しめて 同様 に して 試驗 す.

第 五 表

【備考】(+)は 未 だ繁殖力を有 こ増殖 醗酵 すろを添 し,(一)ほ 胞子全 く死滅 し

増殖醗酵せざるを示す.

第 一 圖

菌 體 の發 育 経 過:-本 菌 の米 醪 中 に 於 け る發 育経 過 に 就 て 論 明 すれ ば 第 一 圖 の通 りで あ

る.本 圖 の 内(1)はnormale Zellen時 代 で此 の時 代 に 於 て はgram negativで あつ てJod-

jodkall液 に依 つ て唯 だ黄 色 に染色 せ らる ゝの みで あ る. (2), (3)の 時 代 はSpore形 成 の時 期

に近 づ い て居 る もの でJadjodkali液 に依 つ て 紫 藍色 に染色 せ らる ゝものが 多 い. (4)の 時 代 は

Sporeが 形成 せ られ つ ゝあ る時 代 でSporeの 部 分 はgram染 色 に よ りpositivと な る. (5)は

Sporeが 成 熟 した もの で(6)以 下(10)迄 はSporeが 母 細 胞 を脱離 して發 芽 す る迄 の経過 を示

す. (4´)か ら(7´)迄 は老 熟 に進 した醪 中 に於 てnormale Zellenが 十分 成育 して完 全 な るSpore

を形 成 す る に至 らず してSpore類 似 の 又Oidien若 くはGonidia類 似 の もの を形 威 して,そ れが

母 細 胞 を脱 離 しで 恰 も1個 の獨 立 した 新 た な る桿菌 様體 を 呈 す る を示 す もの で,こ れ はgrim
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positivな る を以 てgramsche Farbungに よ り此 の状態 を良 く視 る事 が 出 來 る.

(二)周 形 培養 基 上 に於 け る培 養.

Bacillus granulobacter pectinovorumの 固 形培 養 基 上 に於 てKolonieを 形 成 せ しむ る事 は從

來 極 め て 困難 視 され て居 た.然 し最 近 に 於 て はElliot R. Weyer and Leo. F. Rettger(12)氏 は

胞 子 の 耐熱 性 を利 用せ るWeizmann氏 の 方法 とPlattenkutturに よるKolonie法 と を併 用 し

てClostridium acetobutylicumを 分 離 して居 る.然 し其Kolonieの 記載 を爲 さ ヾる爲 め其 特 性

を知 る を得 ざれ ど も,余 は 前 記 の海 軍 よ り得 たBac. granulobacter pectinovorumと 本 菌 と を

平 行 して 下 記 の通 りに して 固形 培 養 を行 ひ,何 れ も容易 にkolonieを 形成 せ しめ其 特 性 を比 較

す る事 を得 た.

斜 面 培 養 を爲す には細 菌 の檢 索分 離 に 用 ひ た前 記 の試 驗 管 に て下 記 の如 き培 養 基 及 方法 を以

て實 行 した.

(1)培 養 基.

Dextrose-Agar (Bredemann氏 に よ る)

Dextrose (anhydrous) 5.0g.

照 内Pepton 6.0g.

Liebig肉 エ キ ス4.0g.

NaCl 1.0g.

Agar 8.0g.

以 上 を蒸 溜 水 を加へ500c.c.と す.

(2)培 養 方 法.

前述 の試 驗 管 に50c.c.宛 入れKoch氏 殺菌 釜 に て40～45分3日 間 歇 殺菌 を行 ひ,未 だ 其

冷 却せ ざる以 前pyrogallolを 入 れ た る真 室 乾 燥 器 中 に試驗 管 を適 當 に横 へ て20～30mm減

歴 程度 に至 る迄 排 氣 を行 ひ,試 驗 管 内 の培 養 基 を髄 か に沸 騰 せ しめ つ ゝ固 結 せ しむ.然 る後 十

分 冷 却 せ しめ試驗 管 を取 り出 し,米 醪 培 養 の 種 子 を白金 線 に て培 養 基 の 表 面 を傷 つ け ざ る様 注

意 して1線 を引 き,直 ち に前 の真 空 乾 燥 器 に 入れ 再 び20～30mmに 排 氣 して37℃ に て増 養

す.然 る時 は生 のseedを 用 ひた る場 合 は1週 日 を出 でず して斜 面上 に線 状 に 若 し くは散 乳 し

て 多數 のKolonieを 生ず. Dextrose-Agarの 代 りに前 記 の米 醪 に 小量 のAgarを 添 加 同様 に

培 養 す る時 も同様 のKolonieを 生 ず.さ れ ど米 醪 は培 養基 が汚 濁 す るに よ りDextrose-Agar

に 如 か ざるな り.又 第 二 圖 に示 す如 き小flaskに 同様20c.c.の 固 形 培 養 基

を入 れ 同様 に真 空乾 燥 器 に入 れ, Riesen-kolonieを 生 ぜ しむ る事 を得.

以 上 の如 くして實 行 す る時 は 生 の 種 子 を 用 ぴた る場 合 は 多 く1週 日以 内

にKolonieの 生 す る を見 れ ど も,種 子 を一 旦 前 述せ る如 くに して, 100℃ に

加 熱 した る後 培 養 す る時 は 玉箇 月乃 至3箇 月 に してKolonieを 發 生 す.

以 上 の如 くに してKolonieに 就 き觀察 す る にBac. granulobacter pectino-

vorumはDextrose-Agarに 於 て1未 だ 幼 若 な るKolonieに 於 て も第 九 圖

に示す如 く,表 面平滑に して潤ひある肌白色の真球様光澤を有す.之 に反 して本菌のKoloni e第 二 圖
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は其 未 だ 幼 小 な る もの に於 て乳 白色 の 第八 圖 に示 す如 き籠 目状,若 くは桑實 状 平呈す る もの 多

し.然 るに漸 次Kolonieの 成長 す るに從 つて桑 竃状 若 くは籠 目状 は消 失 して唯 だ 其 のKolonie

縁 邉 に近 き部 分 の み に於 て 斯 る籠 目状 の凹 凸 を呈 す る を認 む るな り.第 三圖 はDextrose-Agar

上 に 於 け る本 菌 のKolonieの 平面 並 に縦 断 面 圖 を示 す もの

に して桑 實状 を呈 す る は末 だ幼 若 な るKolonieに して他 の.

二 者 は 十分發 育 せ る もの で あ る.

前 記 のDextrose-AgarのAgarの 代 りにGelatine 25%

と して培 養基 を作 り,第 二 圖 に示 す 小flaskにAgarの 場

合 と同様 に して15～20℃ にて培 養 す る時 はBac. granu-

lobacter pectinovorumの 場 合 は顯 著 にGelatineを 溶 解 し全 くKolonieの 生 産 な しと雖 も,

本 菌 はGelatineを 溶 解 す る事 極 め て微 弱 に してKolonieを 發 生す るに至 る.然 れ ど もKolonie

漸 次 十 分 に發 育 す るに至 れ ば稱 々Gelatineを 溶 解 し,殊 に減 歴 の下 に培 養 せ ら る ゝを以 て 氣

泡 を發 生 し,爲 めにKolonieを 破 壤 す るに至 る.然 れ ど も箪 にNaOHを 以 て 中 和 した る

Balling 11～12度 の麹 「エ キ ス」汁 のみ に100c.c.中22gの 割 合 にGelatineを 加 へ て製 出

せ る培 養基 に 於 て は,本 菌 は3箇 月間培 養 を爲 す もGelatineを 液 化 す る事 な く十 分 にRiesen

 Kolonieを 發 育せ しむ る事 を得.然 れ ど も前 記 のDextrose-Gelatine培 養基 に比 して,單 に麹

「エ キ ス」 汁 の み にGelatineを 加 へ た る もの に於 ては
,前 記 のDextrose-Gelatineの 場合 の如

く發育 良 好 な らす して 屡 々全 くKolonieを 發 生せ ざ る事 あ る を以 て多 數 に試 驗 す る必要 あ り.

(ŽO) Physiologie.

(1)各 種糖 類 の醗 酵 試驗.

200c.c.の 三 角瓶 に培 養 基100ｃ.c.を 入 れ米醪 培 養 の種 子 を前 述 の通 りに して100℃ に加

せ る もの2白 金 耳 乃 至0.3c.c.添 加 前 記 の如 く減 歴 乾 燥 器 中 に入 れ37℃ に て培 養 す.

培 養基 の調 製:一

(a) 1個 の三 角瓶 に下 記 の調 合 液50c.c.を 入れ3日 間歇 殺菌 を爲 す.

Ammoniumphosphat 1.0g.

K-chlorid 0.2g.

Mg-sulfat 0.2g.

Pepton (Teruuchi) 2.0g.

蒸溜水1し に溶解

(b) 1個 の 三 角瓶 に は各 種 糖類 を2g (但 しTrehalose及Melibioseは1g宛)を 入 れ.

蒸 溜 水50c.c.を 加 へ, 30分3日 間歇 殺 菌 を行 ふ.

(a)及(b)を 同 時 に 殺菌 を経 へ た る後, (b)に 種 子 を接 種 して(a)を(b)に 移 して 合 して 得

た る もの をPyrogallol液 を器 底 に有 す る真 室乾 燥 器 中 に入れ て30mm.に:減 歴 の後37℃ に

て培 養 す.
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第 六 表

【備 考】 本 表 に於て(一)は增 殖 醗 酵若 くはAcetonを 生 産 ぜ ざ ろ事 を示 し,

 (+)は 弱, (++)は 強 を示 す,

以 上の 試驗 に於 てInitial acidityは 測 定 せ ざ りし もLackmus試 驗 紙 に てPectinを 除 く外

は總 て殆 ん ど中性 で あつ だ.總 酸 を計 る に は熟成 醪 を濾 通 して濾液20c.c.をN/10 NaOHで

滴 定 して其c.c.數 を示 す(Lackmus紙 にて).

試驗 に 用 ひ し各 炭 水 化物 に就 て は豫 めAcetonの 定 性 を 爲 せ る も何 れ も反 應 を認 め す,又

Peptonに 就 ては 糖類 の檢 出 を爲せ る も全 く之 を認 め なか つ た .

以 上 の 試驗 に於 て注 意 を喚 起 せ られ たの は,次 の事 項 であつ た.

(a) a-Methyl-glucosid及Dextrinに 於 て酸 の 生 産 が顯 蓍.

(b) Isodulcitを 弱 力 なが ら醗 酵 しAcetonの 生 産が 比 較 的 張 勢な る事.

(c) Treha1ose及Melibioseの 醗 酵 旺盛 な る事,然 れ ど もMelibioseはAcetonの 生 産 痕跡

に止 まる事.

(d) Pectinを 醗 酵 せ ざ る事.

故 に更 に次 の如 く試 驗 を反 復せ り(第 七表).但 し培 養基,培 養 方 法 等 前記 同様.

即 ち第 七表 に よ りlsodulcitは 本菌 に よ り弱 勢 な が ら醗 酵 分 解 せ られ,又Trehalose及
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第 七 表

【備 考】 本 表に 於 て(-)は 醗酵 せ ざ ろ事及Acetonの 生 産 な き事 を示 し(+)は 弱,

(++)ほ 強,(+++)は 強 烈 を示 す.

Melibioseは 旺 盛 に 醗 酵 ぜ ら る ゝ事 確 實 な るべ し.尚 ほIsodulcitに 就 て はMerck製 及Kahl-

baum製 何 れ に就 て も其 後數 囘試 驗 せ る も依 然何 れ もTrehalose其 他 の もの ゝ如 く薩 盛 な らず

とす る も,生 育 良好 に して疑 ふ 絵 地 無 き程 度 に 瓦斯 の發 生 あ る を確 めた り.而 してBac. granu.

 pect.のlsodu1cit, Trehalose及Melibioseの 醗 酵 能力 な き事 は從 來 の 研 究家(12)と一致 せ りと

雖 もTrehalose及Melibioscに 於 て は接種 後 約1週 日に て は醗 酵 な く2週 間 乃 至3週 間定 温

匣 中に其 儘 培 養放 置す る時 始 め て幾 分繁 殖 醪 酵 を爲 せ る もの あ る事 を認 め た りし も十分 確 定 す

るに至 らす して 止む.

Pectinは 本 試驗 に 用 ひ し もの は酸 を含有 す る事 多か りし爲 め,本 菌 に よ り醗 酵 せ しむ る事 不

可 能 であつ た が 「ア ル カ リ」 を以 て中和 せ しむ る事 に よ り醗 酵 せ しむ る事 を得 た.

今Pectin及blank controlと してPectin若 くは其 他 の 炭 水化 物 を入れ ず して醗 酵せ しめ た

る成續 表 を示 せ ば 第 八 表 の通 りで あ る.

第 八 表

第八表の試驗に用ひたる培養基の調製法は,下 記の如 くにして培養法其他は前試驗 と同様に
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して施 行せ る もの で あ る.

培 養基100c.c.中

Ammoniumphosphat•@ 0.10g.

K-Chlorid•@ 0.02g.

Mg-Sulfat•@ 0.02g.

Pepton•@ 2.00g.

Pectin•@ 0.0•`2.0‚‡.

尚 ほ 同表 に於 て 豫 め 中和 して而 して全 く醗 酵 せ ざ る もの に於 て も,最 後 の酸 の 分 析 に 於 て 酸

を生 ぜ るは種 子 と して接 種 せ る醪 中の 酸 に起 因 せ る もの で あ る.

(2)牛 乳 の醗酵.

200c.c. flaskに 新鮮 な る牛 乳100c.c.を 入れKoch氏 殺菌 釜 に て1時 間 宛殺 菌 す る こと3日

に して第4日 目 には30～50℃ にKoch氏 殺菌 釜 中に 放置 す る こと4～5時 間,第5日 目に は

温 暖 な る室 温 に放 置 し,第6日 目に1時 間100℃ に殺菌 し,本 菌 の種 子 を接 種 前述 の 通 りに

して,培 養 す る に旺盛 な る醗 酵 を營 爲 す る と同 時 に,牛 乳 は 著 しく凝 固 物 質 を生 ず る と共 に

Aceton及Butanolも 顯 著 に生 産せ り.

第 三 章　 本 菌 即 ち第20號 菌 に よる糖 蜜 の醗 酵

余 はBac. granulobacter pectinovorum及 六 所 氏が 静 岡縣 富 士郡 よ り得 られ た 同 種 の 菌 に就

て甘 蔗 糖 蜜 を原 料 と して 之れ に小量 の米糠 を混 じ,目 的 とす る醗 酵 に就 て 研究 したが,未 だ 優

秀 な成 績 を得 るに到 らな か つた.然 し前 述 の 如 く本 島の土 壤 中か ら新 に檢 索 分離 した もの に 就

て は,甘 蔗糖 蜜 の本 醗 酵 に對 して相 當 優秀 な る成績 を あ ぐ る を得 た.故 に茲 に 其 醗 酵 方 法其 他

に 就 き記 載 せ ん とす.

(1)Ace tonの 定 量 法.

Goodwin氏 のMessinger's methodに よるAcetonの 定 量 は純Aceton水 溶 液 に 於 て精 密 に

研 究せ られ た もの で,醗 酵 醪 を單 な る蒸 溜 に よつ て得 た るが 如 き液 に就 き,直 ち に該定 量 法 を

應 用す る事 は危 險 性 あ り.殊 に性 質未 だ不 明 な る細 菌 の醪 に於 て は,實 際 の收 得 量 と相 比 較 せ

ざ る可 らず.然 れ ど も實際Acetonを 分 離 收 得 す る事 も頗 る複 雜 な る仕 事 に屬 す るを場 て,余

は 差 當 り下 記 の通 りRothera氏 の 呈色 反 應 を 利 用 して比 色 法 に よ り之が 定 量 を爲 し,兩 者 を

相 比 較 す る事 に よ り, Jodmetry法 に よ る定 量 成績 の屡 々頗 る大 な る誤 りに 陷 れ る事 を發 見 し

て,以 て校 正す る便利 を得 し事が 多 かつ た.例 へ ばPepton其 他 窒 素 含 有 の營 養 物 を添 加 した

場 合,當 然 熟 成醪 にAmmoniakを 生ず る.故 に熟 成 醪 を普 通 に行 は る ゝが 如 く,中 和 若 くは

「アル カ リ」 性 とな して蒸 溜 す る場 合 は,溜 出 液 中Ammoniakが 含 有 せ らる ゝに至 る.故 に

其 量 が 大 な る場合 はJod液 添加 の際,沈 澱 が黒 變 す る を以 て 直 ち に 其 誤 りを知 る事 が 出來 る

が,其 量が 小 な る場 合 に於 て は之 を觀 過 す る場合 が 多 く,爲 め に頗 る過 大 な る成績 を示 す場 合

が 多 い.故 に余 は常 にdil. H2SO4に て溜 出液 を酸 性 と して更 に再 溜 して定 量 を爲 した.

Rothera氏 の 呈色 反 應 に よ るAcetonの 比 色 定 量 法 と して用 ひ し方法 は 下記 の 通 りで あ る.
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(a)標 準液 の調 製:-　 純Acetonを 容 量 にて量 定 し,蒸 溜 水 に て稀 釋 し0.05～0.3 vol.%迄

0.05%刻 みに 標準 液 を製 す.こ れ をMessinger氏 のGoodwin氏 變 法 に よ り100c.c.中 の純

Acetonのg數 を決定 して 置 く(Merck製 の純 「アセ トン」 をJodmetry法 に よ り定量 せ るに

99.48g.%で あつ た).而 して之 れ を使 用 に際 し適 度 に稀 釋 して 用ふ.

(b)試 藥:-

(イ) 25g.のNa-Nitroprussidを250c.c.の 蒸溜 水 に溶 解.

(ロ)純Ammoniumsulfat 250g.を1L.の 蒸溜 水 に溶 解.

(ハ)比 重0.88の 純Ammonia水.

(c)定 量 方 法:-　 定 量 せ ん とす る蒸 溜 液 及び標 準 液 を同時 に10c.c.宛 比 色 用 ガ ラろ圓 管 に

入 れ,之 れ に試 藥(ロ)を10c.c.宛 添 加,之 れ に 更 に試 藥(イ)を2c.c.宛 添加,更 に試藥

(ハ)を1c.c.宛 加 へ標 準 液 と被檢 定 液 とを 同時 に 振盪 す.然 る時 は過 マ ンガ ン酸 加 里様 色 を

漸 次 出 し,約20分 間 に して最 高潮 に達 し,漸 次 褪 色 を爲 す.故 に其 呈 色の 度合 並 に變 色 す

る状 態 を標 準液 と相 比較 す る事 に よ り,被 檢 定 液 中のAcetonの 量 を略 算す る事 を得.而 して

被 檢 定液 中Acetonの 含 有量 過 小 に して比 色 困難 な る場 合は(ロ)液10c.c.を 添加 す る代 り

に粉 末 状 の硫 安 を1～2g.宛 加 へ て行 けば,呈 色 度 濃 厚 と な り,比 色 に適 度 な る もの を得 る場

合 あ り.

此 の 方 法 に基 く時 は精 密 な る數 字 は得 る事 能 は ざれ ど もJodmetry法 に よ る成績 と比 較 對照

して其 誤 りな きを確 む るに便 利 で あ る.

(2) Butylalkohol (Solvents)の 定 量法.

Butylalkoholを 單獨 に分 離 定量 す る 事 は 頗 る 因 難 視 さ れ て 居 る.故 に 一般 にAceton及

Ethylalkoholと 共 に合 してoil若 くはSolventsと 稱 して定 量 せ られ,こ れ よ りAcetonの 量

を引 き去 つ てButylalkoholと 酒精 の量 と して居 る.而 してAcetonの 量 を2倍 してButylalkohol

の量 と し後 を酒 精 と 見積 るの で あ るが,こ れ は甚 だ疑 問で あ る.

余 は糖蜜 を原 料 とせ る場 合 に於 て は醪2～4L.を 用 ひ て普 通 の 酒 精の 定 量の 場 合 の蒸 溜 の 如

く蒸溜 を行 ひ,其 間 酸 とAmmoniakと を驅 除 して,再 溜 を繰 り返 へ し濃縮 して最 後 に約100c.c.

の 溜 出液 を得 る 心算 に して,第 四圖 に示 す定 量 用 ガ ラス圓〓(0.1c.c.目

盛)に 溜 液 を受 け130c.c.迄 溜 出 せ しむ.該 ガ ラス圓 〓 に は豫 め下 部 の

大徑 部 に 脱 水炭 酸加 里(局 方)を 其 小徑 部 の下 部迄 充滿 させ て置 く.然

る時 は 炭酸 加 里 の量 は80～90gで 溜液 を炭 酸 加 里 を以 て,飽 和 と なす

様 に出 來 て居 る.而 して炭 酸 加 里 中に溜 液 を溜 出せ しむ る際 は該 圓 〓 を

水 中 に保 つ て,其 際 發 生す る熱 を冷却 せ しむ る様 にす る. 130c.c.迄 の

溜 液 を得 れ ば,之 れ を取 つ て流 水 中 に冷 却 しつ ゝ振 盪 して 十分 炭 酸 加里

を溶解 せ しめ,上 部 に分 離 す る油層 を讀 取 す るので あ る.こ のc.c. 數に

其比重0.82(此 の比重は後記するが如 く實驗上の數字)を 乘 じ重量を出す.而 してこの油層中
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に は後 記 す るが 如 く, 8～9%の 水 分 を含 有 して居 る.然 しなが ら多 くの場 合 油層 を分 離 した る

炭 酸 加墨溶 液 部 を取 つ て,更 に再 溜 して同 じ く第 四 圖 に 示す75c.c.容 量 を有 す る小 定 量 用 ガ

ラス圓 壌(炭 酸 加里 を大 径 部 に35～40g.容 る)に て更 に同 様 に して,定 量 すれ ば 前 に分離 し

だ 油 量 の8～9%の 油 量が分 離 す るが故 に,大 體 に於 て油 層 中 に含 有 せ らる ゝ水 分 と炭 酸 加里

液 中 に殘 留 す る油分 と相 殺す る もの と,思 考 して差 支へ ない實 驗 成續 を得 た.

(3)醪 の醗 酵 中に於 け る減歴 排 氣 の要 不 要.

穀類 の醗 酵 に 於て は其 胞 子 の 發芽 の際 は嫌 氣培養 平必 要 とす れ ど も,發 芽 後 に於 て は菌 體 其

自體 よ り,炭 酸 瓦燐 及水 素 瓦斯 を發 生 す る爲 めに 自 然 納 に 自 ら嫌 氣培 養 状 態 とな る を以 て,

 Aceton-Buty1の 醗 酵 操 作工 程 中に於 て は一 旦發 芽 し即 に醗酵 しつ ゝあ る もの を 種 子 と して 用

ふ る場合 に於 て は,嫌 氣増 養 を行 ふ 必要 な き事 を稱 され つ ゝあ り.

本菌 の糖 蜜醗 酵 に 就 き此 の排 氣 の 要 不要 に就 き試驗 を爲 す事 次 の如 し.

(a)減 歴排 氣 操 作 を全 く行 は ざ り し場 合:-假 令減 歴排 氣 の下 に 培 養 せ る種 子 平用 ふ る も

主 醗酵 醪 に於 て減歴 排 氣藻 作 を全 く行 は す して,普 通 の 好氣 培 養 と同様 な る培 養法 を用ふ る も

徒 らな る有 機酸 醗 酵 に陥 りAceton及Butylalkoho1の 生 産殆 ん ど皆 無 な り.斯 る醪 を℃arlsberg

錐 に て約1石 を製 し,蒸 溜 に附 しsolventを 製 出せ ん と試 み しも,僅 か に種 子 と して 用 ひ た

る醪 中のsolventに 相 當 す る もの と思 は る ゝ極 めて小 量 を得 る に過 ぎす.

(b)假 令排 氣操 作 平行 ふ と雖 も排 氣 不 徹 底 な りし場 合:-

(イ)使 用原 料 糖 蜜-前 記載 の もの と同 一物.

(ロ)培 養 基 及醗 酵容 器-500c.c.三 角瓶 にBrix 10度 の醪250c.c.を 入 れ,市 販米 糠1.5

g.を 入れ 「ア ル カ リ」 を以てLackmus試 驗 紙 に て 中和 後Koch氏 殺菌 釜 にて40分 宛3日 間

歇殺 菌 を爲 す.此 の醪 に於 て總 糖分 は醪100c.c.中5.52g.な り

(ハ)培 養 に 用ひ し種 子-新 鮮 に して旺盛 に醗 酵 しつ ゝあ る本菌 の米 醪 培 養.

(ユ)培 養 法-培 養 基 を約30℃ の室 温 に 放置 數 日間 に して之 に接 種Pyrogalblを 有 す

る興室 乾 燥 器 中 に入れ,減 歴 度30mm.と な し, 37℃ Thermostatに て培 養.

(ホ)醗 酵成 績-

第 九 表

昭和5年9月23日 午前11時 接種,同 月29日 午後分析

即ち徒らに酸醗酵を起 し成績極めて不良なり.

(c)培 養基の仕込濃度 を低下せ しめたる場合の影響:-前 項試驗に於ては培養基の仕込濃

度をPrix 10度 にて實行したがBrix 6度 に低下せ しめ,同 様に試驗 す.但 し此際醪の總糖
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分 は100c.c.中3.38g,な り.而 して 得 た る 成 績 は 第 十 表 に 示 す.

第 十 表

昭 和5年9月230日 前11時 接 種,同27日 分 析

邸 ちBrixを6度 に低 下 せ しめ て仕 込 む も効 果 な し.

(d)減 歴 排 氣 を十 分 な ら しめ し場 合:-仕 込 濃 度 をBrix 10度 と し,其 他は前 同様 に して

唯 だ培 養 法 を下 記 の通 りに して 行ふ.

培 養 基 を殺 菌 直後 未 だ其 冷却 せ ざ る以前6℃ に て接種 前述 の真 空 乾燥 器 中に 入れ て 減 歴 排

氣 して十分 に培 養基 を沸騰 せ しめ,減 歴 度 を30mm.に 達 せ しめ た る後37℃Thermostatに 入

れ 其後 醗 酵 経過 中 に於 て も時 々減歴 排 氣 を行 ふ.斯 く して得 た る醪 の分 析 成續 第 十 一表 の通 り

第 十 一 表

フラスコ番號1及2は 昭和5年9月9日 午前11時 接種,同12日 午後分析

フラスコ番號3及4は 昭和5年10月20日 午後4時 接種,同6日 午後分析

即Pち以上 の如 く十 分 減 歴 排氣 操 作 を行 ふ に非 らざれ ば,本 菌 に 於 て は十分 目的 を達 域す る事

態は ざ るな り.

(e)本 菌 に よ る穀類 の 醸 酵:-醗 酵 方法 は十分 に排 氣減 歴 を行 ひ,原 料 は試 驗 番號(1)に

於 ては 碎 白米 粉 に2%の 米 糠 を添 加 せ る もの6gを100c.c.の 水 に 入れ,試 驗 番 號(2)及(3)

は(1)に 更に3g.のPeptonを 添 加 す.

第 十 二 表

即 ち本菌 は澱 粉 質 を原 料 と して はPeptonの 如 き營 養 物 の添 加 の 有 無 に不拘,直 接 に 目的 と

す る醗 酵 を營 爲 せ しむ る事 不 可能 に して 徒 らに酸 醗 酵 を惹 起 す.

(f)糖 蜜 を原 料 と して本 菌 とWeizmann氏 のAcetoa菌 との 油 状物 質 生 能 の比 較:-



38 牟田:糖 蜜の 「アセ トン」及 「プチル・アルコール」醗酵 に就て(第 一報)　 [農化誌

(イ)醗 酵 方法-十 分 に排氣 減 歴.

(ロ)仕 込 濃 度-Brix l0ﾟ.

(ハ)醪 の殺 菌-100℃ にて3日 間歇 殺 菌.

(ニ)醪 量及 營 養 物 の添 加-N o.20號 菌 は醪 量3 L.と し,之 に30g.の 米 糠 を添 加,

Weizmann氏 菌 は醪 量4 L.と し之 に40g.の 米 糠 を添 加.

第 十 三 表

即 ち本菌 はWeizmann's Bacillusに 比 し,極 めてOilの 收 得 量 良好 な り.

(9)糠 蜜 を原料 と して得 た る油 状 物 質 の性 質:-以 上 研 究せ る所 に よ り,工 業 試 驗 に於 て

も,十 分 成功 を爲 す確 信 を有 す る に至 れ る以 て,著 者 等が 「ア ミロ」法(15)の研 究 に使 用 せ し中

間 工 業 試驗 の 醗 酵装 置 を用 ひ,實 際 仕込 を實 行 して 單 式 の薔 式焼 酎 蒸 溜 機 を用 ひ,再 溜 に再 溜

を繰 り返 へ し油 状物 質 を分 取 して分 析 を行 つた.「 ア ミロ」 法 の研 究に 用 ひ た醪 酵 装 置 は,何

等 減 歴 の下 に操 作 す る目的 が無 かつ た の で,真 室 ボ ンプ を用 ひて醗 酵槽 内 を減 歴 に保 つ場 合不

潔 な る外 氣 進 入 は可 な り著 しひ もの が あ つた.然 るに も不 拘醪 は極 め て良 好 に 目的 とす る醗 酵

を營 爲せ しむ る事が 出來 允.

糖蜜 使 用 重 量90kg.添 力日米糠9kg.

仕 込 水700 L.仕 込濃 度Brix 10ﾟ

以 上の 醪 を醗 酵 せ しめ得 た熟 成 醪 の容 量 は939.8 L.で あつ た.其 醪 の分 析 成 續 は

Aceton in l00c.c. "Moromi" 0.4719g.

Tofal acid "Moromi" 20c .c.を 中 和 に要 せ こN/10 NaOHのc.c.數 にて

2.7～3.2c.c.但 しTitmus試 驗 紙 を 指 示 藥 ミ して

Total glucose in 100c .c. "Vloromi" 0.5b7g.

以上 の熟 成醪 を蒸 溜 に附 し油 状 物 質44.452kg.を 得 た.こ の 製 品 は比 重 で0.9505 at 15℃

で20℃ 附 近 迄 は透 明 なれ ど16℃ 附 近 よ り白濁 を呈 した.而 してLitmus試 驗 紙並 にPhenol-

phtaleinに 對 して 中性 で あつ た.こ の製 品5kg.を 取 つ て炭 酸 加里2.500g.を 加 へ 分 離 す る油

分 を分 取 し,炭 酸 加 里 溶 液 部 は更 に再 溜 に附 し,同 一方法 に よ り油 分19c.c.平 更 に分 取 し,

前 の油 分 と合 した.其 の 比 重 は0.8375at 15℃ で あ つ た.こ れ を更 に再 溜 に附 しOl-bad約

180℃ に て殆 ん ど乾 燥 す るに 至 る迄溜 出せ しめ,得 た る溜 分 は1664g.で あつ た.こ れ を次 の

通 り分 析 した.
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第 十 四 表

この1664g.よ り1kg.を 取 り分 別蒸 溜 に附 し次 の如 き溜 分 を得 た.

第 十 五 表

以 上の各 溜 分 の 内60℃ 以 下 に て溜 出す る分 をAcetonと 見, 80～90℃ に て溜 出す る分 を酒

精 と見, 100～102℃ に て溜 出す る分 を水 分 と見, 110～120℃ に て溜 出す る分 をButylalkohol

と見 て各 溜分 を 合計せ る946g.に 對 す る%を 見 る時 は

水 分8.03% Aceton 27.38%

Butylalkohol 55.01%酒 精4.71%

とな る.故 に 本試 驗 に於 て はAceton 1に 對 しButylalkohol 2と 小 量の 酒 精 と よ り油 分 は 講

成 さる ゝ事 を見 る.然 れ ど も余 は この 多量 仕込 試 驗 を行 ふ以 前 に於 てCaτ1sberg鑵 にて排 氣 減

歴 の下 に醪 を醗 酵 せ しめ,蒸 溜 に蒸溜 を重 ね漸 次 水 分 を除 去 し,油 状 物 質 を得 て次 の 如 き溜 分

を得 た.

第 十 六 表

La上 の 内60℃ 以 下 に て溜 出す る溜分 は主 と して57℃ に て溜 出 し,水 に 可溶 性 にてRothera

氏の 呈 色 反 應 を強 く呈 し,可 燃 性 で 香 氣 もAcetonと 一 致 して居 た.

78～83℃ に て 溜 出せ る分 は 主 と して78℃ に て溜 出 し,酒 精 臭 を有 し,水 に 可 溶 に して可

燃 性, Rothera氏 の反 應 は微 弱で あつ た.而 して其125c.c.を 取 つ て赤 燐25g, Jod 250g.を

加 へ, Ethyl Jodidを 進 り, Wasserbadに て 加熱 蒸 溜,溜 出液 をdiL NaOHに て洗滌,更 に水



40 牟田:糖 蜜の 「アセ トン」及 「ブチル・アルコール」醗酵に就て(第 一報)　 [農死誌

洗 して再 溜 した.共 際 約20c.c.を 操 作 中損失 した が, 72～74℃ に て溜 出 し溜液 は183g.を 得

た. Ethyl Jodldの 沸 點 は72.3℃ で あ るか ら,殆 ん ど これ と一致 して居 る.

110～120℃ に て溜 出 ず る第 十 六 表 の溜 分 に就 て も同 様 に してButyl Jodidを 製 出 した.

即 ちsample 125c.c.よ り

沸 點 溜 分

97～128℃ 7g.

128～133℃ 171g.

此 の 時 の 氣 歴 計 は759mm.で あ つ た.故 にn-Dutyl-Jodidの 沸 點 は130,4～131.4℃ (745.4

mm.)で あ る か ら,殆 ん ど これ と 一 致 して 居 る .

故 に60℃ 以 下 の 溜 分 をAcetonと 見, 78～83℃ の 溜 分 を酒 精 と 見, 100～120℃ の 溜 分 を

Butylalkoholと 見 て,各 溜 分 を 合 計 した る828.3g .に 對 す る%を 見 る時 は

Aceton 103.0g. 12.43%

Ethylalkohol 143.6g . 17.34%
Butylalkohol 289 .5g. 34.95%

以 上 の如 くAcetonに 對 してEthylalkohofとButylalkoholの 量 が著 し く増 大 して 居 る.故 に

其 の 原 因 に就 て考 究 す るに,實 驗 上 の 誤差 に基 く ものか,或 は 又Carlsberg平 用 ひ た場 合 は

罐 を構 威 す る銅 板 が薄 く して 十分 に排 氣 を實 行 す る事 不 可能 な り し爲 め,十 分 な る醪 酵 が 行 は

れ ざ り しに基 くか,其2者 の1に 出 で す して,恐 ら くは 後者 の 原 因 に基 く もの な るべ し と思 考

す る駈 な れ ど も未 だ確 實 な らず.

(h)醗 酵 瓦斯 の分析:-醗 酵 瓦 斯 は原 料糖 蜜90kg.に て,最 も旺 盛 な る 場 合 は1時 間 當

1,000 L.を 超過 す る場 合 あ り.而 して醗 酵 の初 期 に於 て は水 素瓦 斯 の 量 は ,炭 酸 瓦斯 の 量 よ り

も遙 か に大 な りと雖 も,醗 酵 瀬 次 進 行 す るに伴 つ て水素 瓦斯 は減 少 し炭 酸 瓦 斯 の 量 を増 大 す る

に至 る.之 を平均 す るに 大略 水 素 瓦斯4に 對 して炭 酸 瓦斯6の 割 合 で は な いか と思 は れ た.幸

ひ當 研 究 所 に於 て天 然 瓦斯 の 研究 に從 事 して 居 られ た 庄 野技 師 に依 頓 して,數 囘 醗 酵 瓦斯 を分

析 した成績 は第 十 七表 の通 りで あ る.分 析 はBone and Whceler疑 の装 置 で 行 はれ た もの で,

水素 瓦 斯 の定 量 は爆 發 法 に よつ た もの で あ る.第 十 七 表 に掲 ぐる もの は名 種 仕 込 が 異 なつ た も

の に就 ての分 祈 表 で あつ て,一 仕込 に就 て の醗 酵 の 初 期 と末 期 と を順次 に掲 げ た もの で は な い

の で,是 等 の詳 細 に就 ては次 報 に於 て報 告 した い と思 ふ.

第 十 七 表

【備考】 以Lは 何れ もvol%に こて, N2を 多量 に含有 して居 るは榮 養 ここて 含 窒物

を多量に用 ひた爲 めであつて, O2を 含有 して居るは 醗酵の初期 であろ爲 めに,未 だ

空氣が殘存 こ居ナこ爲 めであろ.
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總 括

十分 な る中間 工 業 試驗 を實 行 す るに先 つて,今 日迄 に得 た る成 績 を總 括 す るに次 の 如 し.

(1)糖 蜜 を原 料 とす る場 合 に 於 て はWeizmann's Bacitlusは 不適 な る爲 め,適 當 な る細 菌

の檢索 を行 ひ,之 を土 壤 中 よ り發 見 してBacillus butyligenusと 命 名 した .

(2)從 來Weizmann's Bacillusは 固形 培 養 基上Kolonieを 形 成せ しむ る事 殆 ん ど不 可能 視

せ られ て居 つた が,之 を容 易 に形 成せ しむ る事 を得 た.而 してBacillus butyligenusに 就 て も

Kolonieを 形 成 せ しめて 之 等 の性 質 を明 に した .

(3) Bacillus butyligenusの 鞭 毛染 色 に はLoffler氏 の 方 法 は 全 く不 適 で あ つ た.故 に

Loffler氏 法 の硫 酸 第 一鐡 を用ふ る代 りに硫 酸 第二 鐡 を用 ひ しに ,頗 る容 易 且 つ鮮 明 に鞭 毛染

色 が 可 能 で あ つ た.

(4) Bacillus butyligenusを 用ひ て糖 蜜 を原 料 と して 目的 とす る醗 酵 を營 爲 せ しむ るに は醗

酵 の初 期 に於 て 減壓 排 氣 を必要 と した.該 方 法 は一見 頗 る困難 な るが 如 く推 察 せ らる ゝ所 な れ

ど も實 際 に於 て は,之 を工 業 的 に行 ふ に何等 懸 念 す る必 要 が な かつ た.之 に適 した る10 hl.の

醗 酵槽 を設 計 製 作試 驗 を行 つた が,何 等 の支 障 な く完全 に進 行据 付 を終 つ た.排 氣減 壓装 置 も

支 障 な く設 備 が 出來 て試 驗 運轉 も完 全 で あつ た.醗 酵 中の減 壓 排 氣操 作 に よ り,醪 中のAceton

損 失大 なるが如 き懸 念 が あつ たが,排 氣減 壓 は醗 酵の 初 期 に於 て のみ必 要 で,既 にAcetonの

生 産 開始 せ らる ゝ状 態 となれ ば,醗 酵 瓦 斯 の發 生激 烈で 排氣 減 壓 の必 要 な く,醗 酵槽 内の壓 は

却 つ て外 氣壓 よ り大 とな る爲 め斯 る懸 念 は不 必要 で あつ た.

(5) 90kg.の 糖 蜜 を原 料 と して20 Litre (17kg.)の 油 状物 質 を收 得 した.其 の 油状 質 に

は8%の 水 分 を含有 して居 つ たが,之 を分 別蒸 溜 してAceton, Butylalkohol及Ethylalkoholの

含 量 を定 め た.然 し途 中 の醗 酵 状 態 の變 化 に よ りAcetonの 含 量 を減 少, Ethylalkohol及

Butylalkoholの 含 有比 の増 大 を來 す場 合 が あ る様 に思 は る ゝもの が あつ た.

(6)醗 酵瓦 斯 の 分析 を行 つ た が,殆 ん ど炭酸 瓦 斯 と水 素 瓦斯 の み で あつ たが,其 含有 比 は

醗 酵 の 初 期 に於 て は前 者 よ り後 者 が 大 で,醗 酵 の進 行 ず る に從 つ て醗 者 が増 大 し 後 者 よ り大

となつ た.而 して 異状 醗 酵 の 場 合 は醗 酵 の 進行 に從 つ て炭 酸 瓦斯 の増 大 を件 はず,水 素瓦 斯 の

量 が大 で あつ た.

本稿 を終 るに 際 し,本 研 究御 指導 を賜 り し醗 酵 工業 科 長中澤 博 士 並 に 工業部 長 加 福博 士 及貴

重 な る細 菌 を分 讓 せ られ た る六 所 丈 三 氏 に深 く感謝 の意 を表 す.又 瓦斯 分析 に深 き經 驗 を有 せ

らる ゝ庄 野技 師が 援 助 を與 へ られ し事 を深 く感 謝 す.

(昭 和 七 年八 月　 臺灣 總督 府 中央研 究 所醗 酵 工 業科 研 究 室 に て)
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附 圖 説 明

第 五 圖:-　 Dextrose-agar上 に増殖 した るKolonieの 第20號 菌 のnormal ZellenをGen-
tianaviolettに て染 色 した る もの にしてMicrometerの1度 目は0.8μ にして1,400倍.

第 六 圖:-　 米 醪 中 に於 け る第20號 菌 のfreie SporenをCarbolfuchsinに て 染色 せ る もの に

してMicrometerの1度 目はO.8μ にして2,000倍.

第 七 圖:-　 第20號 菌 のD-Agar上 に於 け る斜 面培 養 に して,水 溶液 を器 底 に有 す る眞 空

乾 燥 器 中 にて培 養 さる 爲ゝ め,試 驗 管内 に水分 を凝 縮 し,爲 めに 多 く培 養 基 の 上部 に

散 亂 した ろKolonieを 生 じ,下 部 は醗 酵 を惹 起 し龜裂 を生 す;倍 率 ×2/3,

第 八 圖:-　 第20號 菌 のD-Agar上 に於 け る表 面培 養Kolooieの 永 だ幼 若 な る もの にて 籠

目状 を呈 す るを示 す;倍 率 ×15.

第九 圖:-　 Bsct, granulobacter pectinovorum (Weizmann)のD-Ayax上 に於 け る表 面 培 養
Kolonieの 幼 若 な う ものに して 表 面 平滑 にして眞 球 様 光澤 を呈 す ろを示 す;倍 率 ×15 .

第 十圖:-　 第20號 菌 のD-Agar上 に於 け る表 面培 養Kolonieに して 十 分老 熟 ぜ ろ もの を

示 す;倍 率 ×3/2.

第十 一 圖:-　 第20號 歯 のD-Agar上 に 於 け ろRieseo Kolonie;倍 率 ×2/3,

第 十 二 圖:-　 第20號 菌 の麹 エ キス ・ゼ ラ チ ン上 に於 け るRiesen Kolopie に して 十 分 老 熟

せ る もの を 示す.即 ち1931, 10gt, 12nt.に 接 種 して 約15℃ にて 培 養 し, 12gt,

 1ut,に 撮 影 せ る もの な り,倍 率 は實物 同大 に こて 膠 の 液 化殆 ん ご無 し.

第 十 三 圖:-　 第20號 菌 のD-Gelatine上 に於 け るRiesen Ko1onlelに して,未 だ幼 若 にして

十 分 發 育 ぜ ざる もの に して,尚 ま發 育 を持 續 せ しむ る時は 僅 少 なが ら膠 を 液 化 し,爲

めにKolonieは 破壞 せ らる ゝに至 ろ.

第 十 四 圖:-　 第20號 菌 を米 醪 に於 て接 種後37℃ に て30～40時 間培 養 せ る もの に し て,
 Sporeの 染 色を爲 し,更 にMethyleobiauに て 染 色 せ る もの に ひ て, 1よ り8迄 順次
normale Zellenよ り胞 子を形 成 し,母 細 胞 を脱 離 して行 く順序 を示 す もの にして, 1

の 時 代1にはGramsche Farbung は陰 性 にして2, 3及4に 於 て 濃 厚 に,或 は紫 色に

染 色 せ られ て居 る部 がGram陽 性 に即 ちpartially positiveに 染色 せ られ5, 6, 7及

8そ な りて再 び 全 くGrain陰 性 ごな る もの ご思 考 せ らる.老 培 養 に於 て は4に 示 す

紫 色 ば染 色 せ られ たこる もの が第 十七 圖 に示 す 知 く,漸 次母 細 胞 が 破壞 せ られ,恰 も1

個 の獨 立 ぜ ろ新 な る細 菌體 君 るが 如 く見 らる ゝもの ご思 考 せ ら る.

第十 五 圖:-　 第20號 菌 の 米醪 培 養 に して,接 種 後37℃ にて50時 間 乃至60時 間經 過 せ

う もの に して,之 を胞 子染 色を爲 し,更 にMethylenblanに て染 色す る時 見 らる ゝ状

態 に して,胞 子 の 一部 に一 種 の洩 引物 質 を 附着 せ る状 態 を示 す.

第十 六 圖:-　 第20號 菌 の米 醪培 養 の 老 熱 せ る もの をGramsche Farbungに よ り觀 察 せ る

もの に こて, 6に 示 すGram強 陽 性 な ろ1種 の胞 子類 似若 くは 細 菌 顛 似様體 が 母細

胞 よ り脆 離 す る標 を1乃 至6の 順序 に認 め ら る.

第 十 七 圖:-　 第20號 菌 の同 じ く米 醪 老 培 養 をGramsche Farbungを 爲 しすころ もの に し て,

1は 第 十六 圖 の6に 相 當 す る もの に し, 2は 遊離 胞 子 にして,一 見 す る時 はGram強

陽性 の全 く別種 な ろ細 菌體 を 混入 す るが 如 く見 ゆ るを示 す.
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