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An　active　substance　named　BCF　was　found　in　the　culture　broth　of　Bacillus　subtilis．

This　substance　synergistically　enhanced　the　antibacterial　activity　of　hexameta一
ρh◎§phate　aga圭鍛§重　gra燃一籍ega重圭ve　ba（：£eぎia　s疑ch　as　Esckerickゴ4　‘o露　a訟d　搬arke｛玉三y

weake琵eδ嶽e　sal之重◎韮era簸ce◎f　s◎me　bac宅er三a　s雛ch　as・4β励窪。彪プaerogenes　a磁ε麺一

Phylococcecs　aurens，　and　yet　no　antibacterial　activity　was　shown　in　itself．　BCF　was

extractable　with　n－butanol　at　pH　9．0　and　dialyzable　against　water　using　cellulose

tubing；　besides，　it　was　stable　at　alkaline　pH　and　to　heat　also．

INTRODUCTION

　　　Polyphosphates　such　as　hexametaphosphate　（HP）　or　ultraphosphate　are

effective　against　most　gram－pesitive　bacteria，　but　are　inactive　against　most

gram一箆ega伽e　bacteria　（Tsutsumi　et　esl．，　1976）．　P◎1yph◎spha之es，　however，

＄how　strong　growth　inhibition　against　grarr｝一negative　bacteria　in　the　presence

of　sodium　cholate　or　glycerol　monocaprate　（Tsutsumi　et　al．，　1977）．

　　　In　a　series　of　inve＄tigations　we　found　an　active　substance　named　BCF　in

the　culture　broth　of　Bacillus　sptbtilis，　which　synergistically　enhanced　the　anti－

ba伽ria王aα叢vity◎f　po！yphosphates　agaiR§t趣。勧勧毎α滋　We　a1s◎f◎uRd　o滋
the　fact　that　the　salt　tolerance　of　StaPdylococcas　a“reus　was　markedly　weakened

by　adding　BCF．　Whereas　no　antibacterial　activity　was　shown　in　BCF　alone．

　　　Being　interested　in　studying　such　bacteriologically　active　substance，　we

have　tried　purifying　and　characterizing　BCF．　ln　this　paper，　we　tried　elucidat－

i簸gthe　propert圭es◎f　BCF　f董rst亡h◎慧gh　it　is鍛◎t　ye之is◎1ated圭簸ap競rest議te．

MATERIALS　AND　METHODS

　　　Strai囎

　　　Escherichin　coli　IFO　3301，　Psexdemones　axreefacieRce　IFO　3521，　Baeides　cereecs

IFO　3060，　Saccharomyces　cerevisiae　IFO　2044　and　ToruloPsis　etchelisii　IFO　1229　were

obtained　from　lnstitute　for　Fermentation，　Osaka．

　　　Bacillus　subtilis　and　Aerobacter　aerogenes　were　generously　provided　by　a
certa至籍　：【】臣S£三t縫之e．
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　　　Me曲簾虚副鰍a1¢o船叢t韮。簸§

　　　Nutrient　broth　containing　1％　polypeptene　and　1％　Ehrlich　meat　extract

was　used　as　a　growth　medium　for　bacteria．　The　broth　pH　was　adjusted　to
7．　0．

　　　Sabouraud　medium　（pH　7．0）　improved　by　addition　of　O．290V　yeast　extract

was　used　for　yeasts．　The　culture　was　carried　out　at　30eC　for　24　hours　on　a

reciprecal　shaker．

　　　Determ薫舩tio麩of　a面b識cte血至acti▼髭y

　　　The　antibacterial　activity　of　BCF　was　routinely　determined　on　Escherichia

coli　i’n　the　presence　of　HP．　To　5　ml　of　2％　broth　were　added　3　ml　of　the　culture

filtrate　（BCF－CF）　containing　BCF，　l　ml　of　sterile　HP，　O．5ml　of　sterile　water

and　O．5ml　of　overnight　culture　of　Escherichia　celi　growing　in　1％　broth，　and

the沁◎c磁ated斑ed圭u搬was短。疑baもed　at　3◎℃f◎r　2◎h◎縫rs　w圭th　shaki登9。　Th，e

sa塒e　vol犠艶e◎f　sterile　w犠ter　was　added　i簸stead◎fもhe　c縫1撫fe創trate　aRd　KP

in　control　experiment　1，　the　culture　filtrate　in　control　expeyirnent　2　and　HP

in　control　experiment　3．　The　turbidity　（OD660）　of　the　overnight　culture　used

was　adjusted　to　O．3　with　sterile　water　before　use．　Sodium　chloride　（NaCl）　or

HP　was　added　to　give　the　final　concentrations　indicated．

　　　Growth　was　routinely　monitored　by　the　change　in　absorbance　of　the　cul－

t雛re　w三厩ac◎1◎r民用eもer費tted　wi重h　a　red　66◎薮1之er　a簸dgradedfr◎搬一thr◎犠gh

－H一　as　fellows：　一，　Ro　growth　（OD6fifi＝e－ve．　e4）；　i　very　slight　grewth　（ODfifie　me

e．05・NtO．09）；　＋，　moderate　growth　（OD660＝＝O．1・kyO．4）；　一H一，　good　grewth　（OD6Go　：

above　O．　4）．

　　　n－Blltanol　extraction

　　　The　¢ulture　breth　（20　ml）　containing　BCF　was　adjusted　to　pH　5．0，　pH　7．　O

a蒸dpH：9．◎w柚Hα◎r漁OH　so一翼t三◎捻，　a簸d　the飢he　same　v磁類e　of　R－buta　xx　el

was　added．　Af毛er　shak沁g　vま9◎r◎usly，　n－b就麗◎韮ex毛racts　were　separated｛r◎搬

the　broth　and　dried　in　vacuo　at　40“C．　The　residues　were　dissolved　in　10　ml　of

n－butanol　and　the　insoluble　materials　were　removed　by　centrifugation．　After

the　supernatant　was　evaporated　to　dryness　in　vacao　at　400C，　the　residues　were

dissolved　in　20　ml　of　water．　This　was　named　BCF－Buol　and　those　extracted

at　pH　5．0，　pH　7．0　and　pH　9．0　were　named　BCF－Buol－5，　BCF－BuoF7　and　BCF－

Bu“1－9，　respectively．

RESULTS

　　　1．　Aecumulation　of　BCF　in　the　eulture　broth

　　　In　the　growth　curve　of　Bacillecs　subtilis，　the　accumulation　of　BCF　began　to

appear　at　mid－logarithmic　phase　and　reached　the　kighest　level　at　early　sta－

tienary　phase　（data　Rot　skcwn）．

　　　After　Btrcilltis　secbtilis　wa＄　cultured　at　different　temperatures　from　20“C　to

45eC，　the　cells　were　separated　from　the　culture　broth　by　centrifugation　and

then　the　activity　in　the　supernatant　was　determined　in　the　presence　of　HP．
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Though　the　maximal　activities　were　detected　when　the　bacterium　was　grown
at　300C　and　35”C，　no　activity　was　observed　in　the　cells　grewn　at　450C　（data

not　shown）．

　　　2．　Antimicrebial　actiyity　ef　BCF

　　　To　5翻of　2％br◎もh　were　added　3王雄i◎f毛he　c競1敏re　filtrate　co鍛捻i登i薮g

BCF，　1．5ml　of　sterile　water　3nd　O．5ml　of　microorganisms　suspensioR　（OD6se＝＝

O．　3），　and　the　ineculated　cultures　were　incubated　at　30“C　for　20　hours．

　　　Table　1　s　hows　that　BCF一一CF　alone　was　inactive　against　all　microorganisms

tested．

　　　3．　Sy轟erg韮smaめetwee盤丑CF－CF　a難d　other　e量！e搬i¢a馨s

　　　The　syftergistic　effects　betweeik　BCF－CF　aRd　ether　chemicals　（HP，　NaCl，

sodium　cholate　or　glycerol　monocaprate）　were　determined　using　some　micro－

organisms．　The　effects　between　BCF－CF　and　either　HP，　sodium　cholate　or

glycerol　monocaprate　against　gram－positive　microorganisms　were　not　determ－

ined　because　these　chemicals　alone　showed　the　antimicrobial　activity　against

these　micreorganisms．
a）　IR　the　case　ef　Escheriekig　celi

　　　王）　BCF－CF　a難dH：P

　　　Growth　was　always　observed　in　the　control　experiments　1　and　3，　and

therefore　the　rest　omitted　the　data　of　these　re＄ults．

　　　2）　BCF－CF　and　NaCl

　　　3）　BCF－CF　and　sodium　cholate

　　　4）　BCF－CF　and　glycerol　monocaprate

Table　1．　Antimicrobial　activity　of　BCF－CF　against　several　microorganisms．
Growth　was　graded　from一（no　growth），　±　（very　slight　growth），　十　（mode－

rate　growth）　through　一H一　（good　growth）．

Microorganisms Growth

五．c薦
P．　ascreofacience

3．磯解％3
B．　cereus

B．　megateriecm
S，　cerevisiae

T．　etchellsii

一1－i一

Tab霊¢2．　Synerg圭§艶　be亡w・ee益

are　亡he　sa搬e　as　至当｝　Tab董e　圭．

BCF－CF　a嚢d　HP　agai総§毛　E．　δo葦。　Sy拠b◎玉§

Growth
HP（％）

Control　1 Control　2 Control　3 Test

　　o
C．　25

g．　sg

C．　75

1．　00

昔
葺
葺
葺

葺
甘
昔
葺
荘

葺
　
一三
毎

トζ
τ



74 M．　Ts露彦銘〃li　et曜。

Table　3．　Synergism　between　BCF－CF　and　NaCl　against　E，　coii．　Symbols　are

the　same　as　in　Table　1．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Growth

　　　　　　　　　　　　　　NaCl　（％）　一一’一th一”’in’”一

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

Control　2

碁
卦
骨
÷
十
十
十
十
十
十

Test

B
昌
十
十
÷
÷

Table　4．　Synergism　between　BCF－CF　and　cholate　against　E．　coli．　Symbols
are　the　same　as　in　Table　1，

　　　　　　　　　　　　Cholate　（％）

　　　o

c．　g2s

c．　gso

e．　g7s

e．　loo

　　　Growth

Centrel　2

葺
葺
葺
苫
葺

Test

碁
昔
葺
彗
葺

Table　5．　Synergism　between　BCF一一CF　and　glycerol　monocaprate
E．　coli．　Symbols　are　the　same　as　in　Table　1．

against

Glycerol　monocaprate
　　　　　　　（％）

Growth

Control　2 Test

　　　o

O．　025

0．　050

g．　07s

e．　lco

昔
暑
卦
昔
葺

卦
昔
縁
捧
昔

　　　The　sy簸ergistic　e登ects　be乞wee鍛BCF℃F　a登d　e圭出er　HP◎r　Naαwas◎b－

served　（Tables　2　and　3），　but　not　either　sodium　cholate　or　glycerol　monoca－

prate　（Tables　4　and　5）．

b）　ln　the　case　of　Aerobacter　aerogenes

　　　1）　BCF－CF　and　NaCl

　　　The　synergistic　effect　between　BCF－CF　and　NaCl　against　Aerobacter　aero－

genes　was　apparent．　As　the　effects　between　BCF－CF　and　either　HP，　sodium

cholate　or　glycerol　monocaprate　were　similar　to　the　results　of　Escherichia　coli，

the　data　were　omitted．　ln　the　ca＄e　ef　Pseptdomonas　aureofacience，　the　data　were

＄imilar　to　the　results　of　Escherichia　cRli．

0）1難the　case◎f　StaPk吻caccus　aecreeCS
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Table　6．　Synergism　between　BCF－CF　and
Symb◎！s　are　乞he　sa艶e　as三n　Ta董）1e　1．

NaCl　against　A．　aerogenes．

Growth
NaCl　（％）

C◎獄trol　2 Test

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

普
十
碁
芸
暮
甘
昔
÷

十

Table　7．　Synergism　between　BCF－CF
Symbols　are　the　same　as　in　Table　1．

and　NaCl　against　StaPh． aecreus．

Growth
NaCl　（e／o）

◎
1
2
3
4
5
6
7
8
9
0
1
2
3
4
5

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1
1
⊥
哩
↓
｛
三
1
1
⊥

Control　2

葺
十
升
丑
葺
甚
荘
昔
昔
甚
十
升
十
÷

Test

十
粁
升
十

　　　1）　BCF一一CF　and　NaCl

　　　S鋤海卿ωo膨saurescs　co犠！d　gr◎w　in　a顯edium　c◎ntaini盆913％Naα．　The

salttolerance　of　the　bacterium，　however，　was　markedly　weakened　by　adding
BCF－CF，　as　shown　in　Table　7．

4）1簸the　case◎f＆㍑伽鰐紹S　cerev緻影
　　　1）　BCF一一CF　and　NaCl

　　　No　synergistic　effect　was　observed　（Table　8）．

　　　4．　Prepe就ies⑥f露CF

　　　As　described　in　Method，　BCF　was　extracted　with　n一一butanol．　Each　BCF－

B疑◎1al◎熱e　was　i嚢active　ag鼓i難st　the　tes†microorga嚢isms〈da重a惣◎t　sh◎wn）；

however，　BCF－Buei－7　and　BCF－Buol－9　were　effective　against　Escherichia　coli　in

the　presence　of　HP，　as　shown　in　Table　9．

　　　The　n－butano1　extracts　（BCF－Buol－9）　were　stable　between　pH　values　7・v12
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丁縫Me　8。　Sy難erg董s】瞼　be宅wee難BCF－CF　a難δ鐸aα　aga圭難s電　Sacch．‘erevisae．

Sy撮bols　aどe癒e§a撮e　as　i織Taも玉e　1。

Growth
NaCl　（Y5）

Control　2 Test

0
1
露
3
4
5
6
7

十
葺
碁
十
三

督
葺
昔
十
±

丁曲豆e9．　Synergism　between　each　BCF－BuQI　and　HP　against　E．　coli．
Sy漁b◎！s　are　the　sa搬e　as量捻　Table　1．

BCF一一Bgol

Control　1 Control　2

　　一梓

　　卦
　　一甘

Growth

　　　　　　Control　3 Test

BCF－Buo1一一5

BCF－Buol－7
BCF－Buol－9

八
十
予

藷
十
」
一

］
i

目

三

一i

whe1｝玉eft　f◎r　6◎艶1蓑a之r◎om　te搬perat縫res　betweeii　pH　valt韮es　2～12（da£a縫。亡

shown）．　WheR　kept　for　30　min　in　boiling　water，　for　20　min　at　120eC　（in　au－

toclave）　or　for　72　days　at　一20eC，　the　extracts　were　stable　（data　not　shown）．

　　　The　n－butanol　extracts　（BCF－Buol－9）　were　dialyzed　against　running　water

（deionized）　using　Cellulose　tubing　（Visking　Co．）．　The　dialyzed　extracts　were

withdrawn　at　intervals　and　then　the　activitie＄　were　determined　in　the　pre－

se琵ce（）f　HP．　The　active　s“bs之a鍛ce（BCF）沁the　extraαs　c◎搬Ple毛e至y　d至sap・

peared　by　dialysis　（data　not　showR）．

DISCUSSION

　　　Polyphosphates　such　a＄　hexametaphosphate　show　antimicrobial　action；
therefere　their　applicatioR　as　feod　preservatives　has　been　＄tudied．　Polypho－

spha宅e，　h（）wever．　were　i澱ct量ve　aga圭Rst鶏（》s£gra搬一籍ega之ive　bacteria．

　　　The　fact　may　be　disadvantageous　as　the　preservatives，　hence　we　preposed

some　attempts　to　overcome　the　diMculties　by　use　of　the　substances　enhancing

synergistically　the　activity　of　HP　against　gram－negative　bacteria　（Tsutsumi　et

al．，　1977；　Watanabe　et　al．，　1977；　Watanabe　et　al．，　1979）．　ln　a　series　of　inves－

tigation　an　active　substance　named　BCF　which　is　capable　of　employing　for
出is　p疑rpose　was　fou鷺d　i織出e　cu董敏re　br◎出of　Bacillecs　5銘δ磁3．　As　elucidating

the　prcperties　ef　BCF　may　be　mcre　useful　for　iso13tiRg　it，　we　tried　carrying

out　this　work　first．

　　　As　a　result，　this　substance　（BCF）　aroused　our　interest　because　it　had　no

antimicrobial　activity　in　itself，　but　enhanced　the　activity　of　HP　against　gram一
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Rega重ive　bac之eria　and　weake捻edもhe　sa1t之dera難ce　of　S紗覆蜘ccscs　esecreass；besi－

des，　BCF　was　unstable　at　acid　pH　though　it　was　stable　at　alkaline　pH，　and　it

was　stable　to　heat．　These　properties　were　different　from　those　of　many
antibiotics　（Shoji　et　al．，　1975　a，　b，　c，　d；　Shoji　et　al．，　1976　a，　b，　c，　d，　e，　f，　g；　Shoji’

et　al．．　1977；　Shoji　et　al．，　1978；　Shoji　et　al．，　198e；　Umezawa，　1967）　which　are　prg－

duced　by　the　genus　Bacillus．

　　　　To　our　knowledge，　therefore，　there　is　no　known　substance　identical　with

BCF．　Thus，　BCF　may　be　a　new　substance　which　is　bacteriologically　active．
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