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に い た らなか つ た．そ の 促進効果

の 最適濃度 （mg ！loOg培地）は Co

（NOs ）2・6H200 ．08
，
　CuSO4 ・5H

201
，
MnCls ・4H2020

，

1

　ZnC1 　2・　6．8

で あつ た．jl　Co （NOs ） 2・　6H20

及 び ZnCI21 ま Conidia の 收量増

加 に も効果的 で あつ た．
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Trichoderma 肋 η勿痔 に依 る繊維毒分 解

外 山 信 男

（第 3 報 ）

（宮崎 大學農學部 農業化學科）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 緒　　　　　言

　Trichodertna 屬 は 世界 的 に 分布 し土 壌特 に 酸性土壤中に 極 め て 豊富 に生存す る糸駅菌で あ る．該菌は有機物

分解力が強 く枯死直後 の 叉は 衰弱 せ る植物に 繁殖し植物 の 根部，木材裹 面，貯藏中 の 甘藷等 に 屡々 認 め られ る
1）．

且 該菌は Penicitlium陽等 と並 ん で 典型的な繊維素分解菌2）3） で 土壤の 腐随形 成 の 要因 と もなつ て 居 る．更 に

Trichodervna 濁糸状菌 が 諸鍾植物病原菌に 優性 な拮抗作用を示 し1） 4）病薗を襲い その 菌糸に 自己 の 菌糸を 密着

せ しめ 病菌の 細胞内容物を 吸 收 した り　
S）　− ke

’
の 有毒物質を分 泌 して 病菌 を tt’PEせ し め ろ場 含 が 知 ら れ て 居 る

6〕．

　該菌 の 培 養液か ら他 の 糸歌 菌 に 有毒な る物質が 分離 され て 屠 る 7）が 高等 掖物 に も影響を及 ぼ す物質 も認 め られ

て 居 る
4）．現在 Trichoderma 屬は 上 記 の 性質 の 爲種 々 な植物病原菌に 對する生物學的防除 に 隲用 され る の みで

ある が著者は 自然 界に．於 け る該菌 の 生 活默態 よ り相當強力な る Cellulase を 有す る こ と並 び に 甘藷表面 で の 生 育

状況 か ら Amylase を も有す る こ と を豫 想 し既 に Cellulase に 就 て は 賑用上必 要 な基礎的事項 を報 告 し た 8−］o）．

　土壌中に 最も普通の 糸獣菌は AsPergillus，　Penieillium，　RhizoPus，　Mncor ，
　F”sarium ， 並 び ｝1 　Trichoderma

各屬で あるが 現在迄農産製造特 に 醸酵 方 面 に は 獨 り Trichoderma 屬 が憑用の 例 を見 ない ．後詑 の 如 く Cupra −

mmonium 　Rayon 或 は 無蒸煮澱粉粕 よ り短期間に 相當 量 の Glucose を生 ず る該菌 の 麹抽 出濾液 の 作用 を 示 し

該菌 の 新な應用 の
一

端 と爲 し度 い ，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 貿　驗　の 　部

　Trichoderma 　koningiの Cellulase　lま既報
lo）の 如 くその 測定法 に 於け る濾紙 の 崩膿匿 と BERTRAND 氏試藥

の 渥元性 （G 工ucose 生 成）に 於て 甚だ 強力な もの で あ るが 該酵素 の 懸用上 如何なる條件下 で 最 も張力な Cellulase

作用が 得 ら れ うか 冥 先 決 問 題 で あ る．從 來 の 著者 の 研究 に 於 て は 液 内培 養法 を採用 した が こ れ は該 法 で は 基 質 と

して 用い た 木 綿繊維 が該菌に 依 り微細な繊維嚼 と され る現象 に 注 目した 爲に 仙 ならぬ ．しか し從來 の 經験に 依れ

N 工工
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ば Cellulase 生癰の 面か ら 見る と液面乃至 は 固形物上に 生青せ しめ た 方が膚利 か も知れない ．

（1｝培養形式と生産され る （；ellulase の 強弱．翫報
lo）の B培地 （ρH 　5．4）100  を500  三角壊k入れ局方 ガ ’i’

ゼ 1g を 液内に浸 漬せ しめ （液内培養） 叉ほ 針金で 吊しガ ーゼ 面 を鑽

げ下端を液に 渥 し （液面培養）培養に供し た ．（Plate　1）前者 で は液

面に欝監無 く培養26　H で 基質が傲鞭化 し（Plate　2）後者 で は基質と液

面 の 略 肉 全面が淡轍色総駄 の 菌叢に被われ培養26日で基質 の 下部カミ非

常 に騙ま り振盪すれば切斷 し他 の 部分は弱まるが 原形を保 つ た．培養

は以下全 て 30℃ で 行い 鰭養後 pH は爾法共 4．6 を示 した．液面培羹 で

は 培饕後 ガ 冖ゼ を落し宴澀で 3 時間溪濱銭液丙培養と薗様濾渦 し各濾

液を100  に 充 した もの を醇素液と し Cellulaseを比鮫測定 した．今

回以後濾紙 の 崩壌性を，振塰 に よ る崩壌所憂時聞 （秒） で 示 し その 際，

振盪條件 ｝こつ い て は ， 再現性 を考慮し一樣 と なる樣 に處置 した，（1a・

ble　1） Pl．　 1

Pl．2

Table 　1．　 infloenee　of　Cultural　Methods　upon 　Cel！ulase 　Agtivity．

Volumeg（cc ）of　Rnzyme 　So：ut ｛oロDayg　 of

Cu ：t町 eCu

且tural

Method 1　　 2　　 3　　 4　　 5678 　　　9Ge1

！Ula8e

　　U Ωit

8
Sufiace 　　　　　3ew　　15　　 15　　 10　　　5　　　5　　　5　　　5　　　5
Submerged 　　＞60　

1
＞60　　60　　 60　　 60　　 40　　 30　　 25　　 2畑

16
S町 f。。，　 115
・・b… g・dl ＞・・

　　5

＞60

　560 　235225 　220 　2

工5210210

勿

姶

跨・
13

z6
SurfaceSubmerged15 　 　 5　 　 5　 　 2　 　 　2

30　　 25　 　 ］田　 　 10　 　 1025252525
7711

　　　　　　　
静・lndicates　time （i蹴 8ec 。nds ） reqthired 　f。 r 　 breakd・ w 皿 ・f　Mter − PaPer

　衷示 の 如 く液面培養で は崩壌黄iが膿しく大 で あるが倚崩壌度が岡 じで も呈色度が相嘗異るこ とが鰓め られる．

特 に 注 目すべ きほ 液面膿 8 臼聞 の もの で も第 1 圓の 如 く氣泡が發生 し濾紙 の 衷麿を押上げや が て 瀚紙面 よ b腕
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幽
（302 ） （外山）　アノ励 ederma 　koni”gi に 依 る繊総業分解　（第3 報）

［　：ll1x ＝1｛1N （11＄ti：

Fig．1．　 Foam 　Emis8Io ロ from 　Su τfa 
「
o匠 FiIter　Paper

　　　 duri塾g　Eぬzy π kic　Acti  ．

pr．　 Ba

鷁す る事で該現敢は今回 の 條件では液面培獲

よ りの酵素液を用い た時 に の み 生 じ且 多 くは

氣泡を含んだ髄馨瀑 される．發泡は濾紙の 上

面 （溜紙は試験管中に傾斜するが液団 iこ向く

側を云 5）に大きく數多 く出現し裏面に は極

く小 さい の 添少欺出來るか1又は全 く出楽ない ．

爾→ 聖に泥紙 の 下 部に 多 く發 生 し發泡せ る濾

紙の崩塑度は大 で あり液内培嚢よ りの 酵素液

で は余 く發生しなかつ たが こオ1｛まその酵素カ

カ搦 い 爲 と考 えられ る．・ガ 卩ゼ の 代 うに塊伏

の 脆脂繃 を用い 培地に その 夫部分を湲漬し て

兩 培養法 を試み る とや は り圓樣 の 結果を得た．

（Plate　3a， 3b）

P1．　 3b

以上の 姐 ぐ
’Cellulase生産の 鮎より液面培養法が 適嘗 で あ るが既報

！o》並 び に後寵の 如 く麹法 に 依れば極め て 張

力な Cellulase含有液を得 られ るの で鰯後麹法 を 探用 した．斯く斃が Ce恥 ！age 生羨にi獗 とし て 優秀で あ る が

繊絵素 の み を基質とせ る場合を檢酎 した．

　（2｝ Cdlula8e生産 に 及ぼ黼 の 影欝．既報
le）｝：．tee 者 の 用い た繊維素は C副 u1age に 依 り Beniberg

人絹＞ ViSicOee人絹 〉濯紙 〉 脆脂繃 の 順iこ良 く分解した が callulase生産 に は何 れ を 壇養基質 と して 用い れ

ば良 い か を調 べ た．fm 素源 と して Glucose と澱粉を用 い た規合を附寵する．前飼培地100  に表驚基質ユ9 を

加え前翊 樣液丙鰭饕した．培貔後 pH は培饕23日で Bemberg 人絹 （4．4），　 ViScoge 人絹 （5．6）， 濾紙 （5．4），

贓 （4L6）で あつ た．培養16日で Bemberg 人絹は原形を留め る 言鰯 くな り Viecese人絹は菌の 生育が 良悠

で あるに拘らず原形の 蜷であり濾紙は 解臓し綿 に 殆ど解體 し墳養23日で綿 と濾紙 1ま5踰 着こ崩洟沈降し B   beτ窟

入絹も相當に 解瞳するが Viscose人絹は 侮原形 を保つ た．備 Bemberg 人絹は培 饕 凱 日盤 全｝こ崩壕 し署し く

Table　2」　E匠ect 　 of 　Substrateg　uPo 画 Coロロ1a8e　P 「oductio 陰 ’

Vo ！ume3 （cc ） of 　E且 zyme 、Solロti  CeHu1ase

　 Unit1 ・ 1・ ・ 1・ ・ 1・ 1・ 卜9

16．

Co蛇  

8   befg 　Ray  

珂 1tor　Paper
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CottonB

　 ernberg 　Rayon

Filter　Paper
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ヌ

メ

ヌ

4・

凋

謡
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ユ5
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0606060ユ

〉

＞

＞
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　 60
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・・ 1・・m … gR ・ y・ nl 剃 251 … 5 ・・ ・… 　 1 ・

　 560
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500022

5 25

減量 した ．前記邇 り Cellulaseを比 鮫する と （Tab工e　2）濾紙 ，　 Viscose人絹は著者 の 方法 で は測オ1ぬ程弱 い 酵

葉力を示 し，Bemberg 人絹 は始 め は崩黶度 を殆 ど示 さぬ が相當 の 呈色鹿 を與え封照 の 呈色は 無い の で 明に酵素

作用 に 依 り糖 が出現した 爲 で あ りこ tsで も崩墨度 と 呈色度 とは 必 ず し も手 行せ ぬ 例 が 認 め られた ．以 上 に 依 り

Ce！lulase生蔑に有効 な培養基質は最 も分解し難い 脱脂綿 と到明 した．34　Ce1エulage は 適懸的に 生産され る様 で

表示 各基質 1g を用い 詞樣培養 し Cellulaseを 測 定 す る と （：
’
able 　3）明か に 澱粉 と Gluceseは崩壌度を示 さず

Table 　3．　 Effect　of　Substrates 　upon 　Cellulage　Production

Days 　 of

Cu 且tureSubStrates

Volumes （cc ） of 　Enzyme 　Solution

・ i・

8

・ 1・ ・ 1・ 9Cellulase

・・tt ・n 　 1＞・・ ト〉 ・・

Starch 　　　　＞601 ＞ 60　　　　　　　　　ド
GI・c・・e 　 ＞60

　i＞60

14

CottonStarchGlucose60

＞60

＞ 60

 

謂

3 8 Unit

60

＞60

＞6020

＞ 60

＞ 60

60

＞60

＞ 6006060

1

＞

〉

25

＞ 60

＞ 60

・・ 1・・

＞ 60i ＞ 60
　 　 ［
＞ 601 ＞ 60

15

＞60

＞ 60

10

＞60

＞ 60

7001

10　　　 5

＞60　 ＞ 60

＞60　＞60

　 5　　　 5　　　 5　　　 25

＞60　　＞ 60　　＞ 60　　　　　0

6・〉 ＞ 6・ ＞ 6・．1 ・

呈色度 は 鞠照 と同 じで 糖 の 生成は 全 く認 め られぬ．以上 の 如 く脱脂綿 が 有効 で あるが麩麹抽出濾液 は 遙に 張力な

Cellulase 作用を 呈する こ とを認 め た の で以 後 の 研究 に は 全 て 麩麹 を利用 した ．而 し て 先 づ 該麹抽 出濾液中 の

ce11u1ase を分離確認す る爲次の 實験 を行つ た．

　｛3〕 CellulaSe粗標品 の 力價．先 づ 從來の 培養法 の場 合 を示 す．培 i籃基質 と して 脱脂綿 1g を用 い 前回通 O　17

日間液内培養 せ る 培地 を ガ ーゼ で 濾過後 酒精 を 70％ に 加え室温で 24時間靜置 し生 じた 洗澱を遶心分離 しシ リ カ ゲ

ル 上 で 乾燥 した．該粉末を表示 濃度 に水 に 溶し 45℃ で 力價 を 測定 し た ．（Tab ！e 　4）

Table　4．　 Cellulas∋ Activity　of 　Enzyme 　Preparation　in　various 　Concentrations ，

1
Volumes （cc ） of 　EnzymeSolution Celiulase

Con 己eptration （％）
一
11

ユ 2
　 　　　 　　 　　 1　　　　

’
3　 4

［
5　 67 　 1

　　 　 ：

89

「
Unit

0 ．250
，501

．OO1

．40

＞60

＞ 60302

〔⊃

＞ 60501010＞602

‘）

10

　 5

＞60

ユ0

　 5

　 5

・ ・1… eF ・lt・… 1・5 ・ 1 ・ 1 ・

60552＞ 60　　 455

　 　　 55

　 　　 22

　　　 2

30　　 305

　　　 52

　　 　 22

　　　 2

＜ 11

＜ 111725

｝・ 1 ・ i ・ 1 ・ ・ 【 ・・

Submerged 　 cultured 　 with 　 cotton 　and 　 e 翩 yme 　preparation 　 was 　precipitated 　by 　etbanQL

　明 に粗標品の 力價は 培地 の それ に 及ば ぬが 酵素濃度 と力價 は並 行する．今回 は 液丙培 養よ りの 酵素 で ある が 0．5

〜1．4％に 發泡 を認 め た．次に麹法 の 場 合 を記 す，ng10　g ， 水 10ccを500cc三 角壜 に 入れ T ．　koningi を一
白金 耳

植え 5 〜6 貝培養し麩全面 と裏面 に純 白 に 菌糸が鑽 つ た 時 に 2 ％食鹽水 100　cc を 加え麹 を碎き3 時 聞浸出 し ガ 尸

ゼ で濾湎後前記同樣酒精 で 沈澱 せ しめ た．豫期 通 りこ の 粗標 品 は 例 え ば 0．5 ％ で 第 4 表 の培養濾液 の 酵素力 に 匹

敵す る程張 い Cellulase 作用を示 した が 麩抽出濾液 の ぞi’1よ りは 若干劣 つ た．彡（に 麹抽 出濾液100ccに 衷 示 の 如
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（縦 ） （外山）　TrichoderttUt冷9露’”gi 髱二依る緯艦素分解 　（第 3報）

く硫安を加え
：
（飽和度 1は76．491ヱ00co）24時間擬濾眠で濾遏し甑 h の 褐色沈澱を永に溶し1000cに 充しCO’C で

力價を測定 した．（lable　5）

　　　　 Tab1e 　5．　 Degrree　of ’Saturation　With　Ammonium 　Suliate．and ◎ellulase 　ACtivity．

Degree　of Vdume8 （  ）of 恥 2yme 　Solutiαn Cd ！uiage

Saturatio ロ 1 【・ ・ 14567 … 19 u 皿 it

0．2 ＞ 60 ＞60 ＞60 ＞60 ＞60 ＞ 60 ＞60 ＞ 60 ・60 ＜ 11

0．4 ＞ 601510522222 ・33

0．5 1055222222 50

0．6 1052222222 50

0．8 1022222222 50

1．0 1022222222 50

　倫今回以彼 Tdu   e の 代 りに 醴黙液10Gocに 對して 0．05gの Sodium　Pentachlerophenateli）（三井化學）を

加え防腐した ， 本醐ぽ瀲 なく Cellulase 作用 に無影響で 防腐力大な る を確め た．表示 通 り飽和度 0．5以 上 は

蓑 しい 呈色度 を ， 0．4以上は大な る崩展魔力靱 め られたが發泡は無 か つ た．塚上 の 何れ の （；ellulase粗標 品で も

これ を水 に棚脚 こ溶 し圓形淵紙 の 中央に適宜塗り乾燥後 ぺ ト リ皿申の 醵酸麌緩御液 （bH　5．0）に 40馬45℃ で24時

聞以上浸漬して か ら皿 を振盪す る と塗抹部分が崩壕 し孔があき煮沸せ る粗標品 で に該効果は全 く認 め られ ね．

（Plate　4）斯く T ．　IOni謬 g「の Ce！lulaseが細apt外に分泌 され分離 し得 るこ とを確 め 得た．次に 該闘 の Amylase

Pl．4

に就い て檢討を試みた．賓験中駐脂綿を基質 として 液丙培養せ る湿液

’
が 澱粉糖化作用も有す る こ とを 寵 め た．即 ち著者の C6 　talase．　ru建法

に於て濾紙の代 りに それ と等重量（0．06g）の 甘瀦澱粉を各試験管毎に

入れ無蒸煮で 45℃ 3H 聞作用させ た．その 結果呈色魔は夫 々澱 粉 （單

位 鴿 ）， 濾紙 （單位 1の で 明 に澱粉がよ く纃化す る．既報P》で ．7  加

ni8gi は AsP．　 eryzas に較ぺ て Amyla8e 作用が劣 る と した が其後

の 檢討に依 り既報 の 條件で は 確に既報逋 りめ糖イ匕曲線 と沃度呈色を得

るが長時藺で は爾 躍株 で大差が 無 い こ と を知つ た．更 に T ．kOni”gi が 甘薩の 衷 面 に 良 く生 腎して 居 る の を認 め

る の で若 し1麟粉と祖雛 と を主成分とする甘嘯鰕糧粕の糖化に該衢を利用すれば そ の CellUlase並 びrcArnylase

作用に 依 り良好の 成綴が 得 られ る と豫想して 以下 の 賢験を貯 つ た．　　　　　　
’』

　｛4） T ．kOni”gi の Amylase に依る無蒸鰍 の 糖fし 5POce三角場に 風 乾甘藷澱粳粕 （全 糖 56．33％ ， 叡

繊維 14．34％）を粉碎せ るもの20gと水 50c6並びに醴酸鹽緩衝液 （pH　5，0）50ecを入れ一は其儀一一・tま3QfF聞蒸煮後

各 々 に 前記 と同 じ T ．　keningi麹抽田濾液10000を加え40℃
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　Table 　6，　 Saccharification　 of 　sweet
で 作用せ しめ 九 　瀟 の 各時聞毎に試料 を獗 し BgRT −

　　　　　　　　 Potato 　Pulp 。

繊灘 鞴 簾鸞難 驪 1蠍 　 鑑 誌 鰡 窃 、灘韃，

　明か に蒸煮した場合に糖化奪が良   ・が緬蒸煮で も相賞糖
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2　　　　　 1。59　　　　 28．2
｛匕する．基質を 5 ％に すれば蒸煮した場 合 2 日以後韜化率　　　　　　　　4　　　　 2．39　　　 42，5
は 100％を趨え無蒸煮で も2 日で70％ ， 4H で90％に 蓮す る．　　　

a
　　　 6　　　　　2．86　　　　50．8

甘鰯澱粉で は蒸煮ナれ1鯔 同樣糖化するが無蒸徽で 1ま　　　　　　　　8　　　　 3．23　　　 57．3

甚 だ 低い 糖化率を示 した．無蒸煮澱糧粕の 糖化の 場合 7．

kOningi と AsP．　orycat とは そ の Amylase 作用 に 蓑 し

い 差があるこ とを第 7表に 示す．

　 こ れは翻 罐操を製麹し （AsP．　oryZtre ほ 3〜4 日堵鑒）

抽出濾液　100　eethtv り別に 爾 抽出濾液50co宛を混合 した も　　　　 a ＿＿UnbOiled　Substrate

ρを作り・ 9の S翼の呶脈 却 脚 25・・醸 1鸛 　 　 h……B。il・d　S恥 t・atc
’

2 4．18 74．2

4 4．75 84．3
b

6 5．玉8 92．0

8 5．43 96．5
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（外山） Trichode−md 　hbningiに俵 る繊維素会解　ぐ鐺3輟）

Table　7．　Saechari 丘cation 　 of 　 unboi ！ed

　　　　　Sweet 　Potato 　Pulp ．

Days 　 of

工ncub ユtionReducingSugar （％）

Sacchari一
　爺cation
Degree （％う

Table 　8．　 Sacchari丘cation 　of 　 boコed
　　　　　Sweet 　Potato 　Pu ！P ，

ご36騎

Dayg　 of
Incロ bationReducingSugar （％）

S璽  hari・
　 6catio皿
Degree（％）

、

　 　 a 　　　　　　　　　　　　　　　　2．37　　　　　　　42．1　　　　　　　　　　　　　　a　　　　　　　　　　　　　　　　2．53　　　　　　　44．9

　　 b 2 　1．92 34．1 　 b 1 　1．93 34．3

　 　 c 　　　　　　　　　　　　 1．15 　　　　　 20．4
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 a 　　　　　　　　　　　　 3。48 　　　　　 61．8

　　 。 　 　 　 　 2．77 　
「

49．2 　 　 　 b 　 2 　 　 2．38 　 　 42．3

1 3

　 1：ig　 ll：：　　 剖 ・　 1：器 塞：1

三 ・ 圜 境 　 ：1：：：Ilk：；1：：1盛嘛
　　。

……Amylase 。f 乳 伽 ゴ。8 ∫　 　 　 　 よ り100・cA ・b・500cc三 角壊中 の 澱Ue粕109 に 加え45℃ で

　　b…Ainylase 　of 　T ．　kaningi　and 　Asp．　oryZtte 　　 作用 せ しめ た 結果 で ある ．尚蒸煮して も同讎 の 髞 を得

　　c …Arnylase 　of　AsP．　oryzae 　　　　　　　　　　 た．（Tab ！e 　8）

　該結果 は 500cc 三 角蠻に 澱粉粕20　g，前記綏衝液50ec並 び に水50ccを 加 え30分蒸煮後 T ．　koningi 麹又は AsP ．

orygae 麹 の 抽出濾液100ccを 加 え45℃ で糖化 させ て得 られた ．

　斯 く T ．koningiの Amylase は Asp ．　orJ2ae の それ よ り多量の 糖 を生成す るが一 驪 粕中 の 粗繊維 の 糖

化性 を考慮に 入れ る べ きで ある，

　（5） T ．koningi　mp及び AsP ．　 oryzae 麹 の 繊維素分解作用．　 AsP ．　 or ］zae の C 醐 ulase は GRASSMAN ド
12）

，

FREUDENBERGIs ）等が認め て 居 るが著者が その 麹抽出濾液を用い 45℃ で著者の 測定法 に依り Cellulase カ を 調

ぺ る と何れ の 試験管内の 濾紙も60秒で數片に分裂 し噬か の Cellulase作用が見 られ る に過ぎぬ．（か 5 る麹抽 出

液 は 夾 雜 物 の 爲 に 呈 色度 は 不 明瞭 に な りが ち だ が 崩壌慶は 明 白に 認 め られ る） 然 るに T ．koningi 麹 の 抽出濾液

は 該濾液 1cc で も濾紙を 2 秒 で崩壊 せ しめ 且 呈色試藥を完全 に 脆色せ しめ換言すれば 酵素單位 100 に逹 す るの 1：

比 較すれば AsP．　ory ・zae の Cellulase作用は 問題外に 微弱で あ り 1 ％ タ カ ヂ ア ス ターゼ 水溶液も Cellulase作

用は 殆 ど無い ．更 に 澱 粉粕 よ り常 法 に て 粗繊維 を分 離 して 兩 菌株 の 麹 抽 出濾 液 で 夫 々 蘭 化 せ しめ た が 豫 期 に 反 し

て 例えは 粗繊維濃度 を4％ ｝こ した 場合何れの 濾液 で もO．5

％ 以下 の 糖 しか 生成 せず前記 の 糖化作用は 殆 ど Amyla −

Se の み に 依 る と到斷せ ざる を得 ぬ．以 上 に依 り T ．　ko−

ningi は著しい Cellulase 作用並びに 無蒸煮澱粗粕を特

異的に糖化す る AmylaSe を 併有す るこ とを確認 し た．

從 つ て 隱 用 上 兩酵素 の 最適作用條件 を知 る必 婆 が あ る．

　  　T ．kOningi の Cellu正ase と Amylase の 最適作

用條件．先 づ Cellulaseに就て は500¢ c三 魚壜 に ，2CG

以下 の H2SO4 又は NaOH で pH を 調節した麹抽出濾

液　IOO　cc を入れ基質として 1g 前後 の Cupramm   iUm

Rayon （Bemberg ）を精秤 して 加え コ ル ク栓を施 し24時

聞 毎 に WILLsTATTER ・SCHUDEL 　Zaで Glucoseと して

定量 し た。作用温鹿40℃ で 防腐刺0．05％添加 の 下 ｝こ 行い

試料 5cc 中の 儲量を mg で 衷わ した．（Fig．2）

　岡 示 の 如 く pH の 影響 は 著 し く最適 pH は明｝：　4．0 で

あ る ，（既報 で 濾紙 に野 して は MC 　ILVA ！NE 綏衝液 で
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　pH

最適 pH 　5・0 で あ つ た ）・−3（・B ・ mbe ・g 嫡 郷 〔（B …
−
　 　 1・ig．　2，1。 fluence 。f・Hydr 。9 。n −1。 n ・C 。 n ・

berg 減量〆原 霓 量 〕× 100〕 は pH 　2．2 （8．99％），　 pH4 ．O　　　　　　　　 centr 己tions 　upon 　Cellth夏use 　Activity．
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遣舗 ） 桝 山）
．
茄 爾 〃 細 煽 ・9“二俵る繊繰 辮 せ軸 輸

（7B．3％），

’
pH 　5．4（50．6％），

　 IN 　6．6（0．92％）であつ た．（Plate　5）

分・解猿の Bernberg　lt　pH に依 り署 し く腴態を員 に し pH 　4．0 は極め

て 小塊となり繊 の もり無 く非常に脆くな りpH 　2．2と6．6とは 全 く

繼纖状で あるが 直 ぐ切 れ る．更 に pH を 3．0， 4．O，
4 。4 ， 5。0 に して

賞験し懴 果 pH 　4．O・−4．4に 好適範国 力：あ り 餌 4．0が最適なる こ と

を 確認 した ， 次に麹紬出濾液を pH 　4．0 に關節して 500ec三 角罎 に 100

c・宛 入itetne剛 験の 實験を 各齪 で行 うと40〜茄 ℃ に 好逡範圜を認め
PL　5

髄 濺 は 菊 ℃ で この …畿 で は齦 は 90％以 上分解 して 殆 とveftし他 の 各…畿 竕 騨 ‘訣 々 30℃ （43・9％）・　re

℃ （71．3％）， 50℃ （18．7％）， 55℃ （17．2％） で既報 の 濾紙の 場合と殆 ど固 じ結果を得た．
』
贓 い の は好適篠件

下 で 液中に 1mm 齣後 の 殆 ど岡 じ長さの   な繊維が渇山紹められた こ と麟 ） で闘自縢 の 作用に依 り綿がや

は り 1mm 前銭の 繊誰滑になる こ とを述ぺ た が Cellulase作用の み で Bemberg が檄細に なる こ と も鋼明した。

か s る點は 分解機酵上何等 か の 憩暁を有ナる と考えられるが詳細は以後 の 研究 で 究明 したい ．次 に Amylase の

簸適條件は 2 ％甘薇巌粉液 を糊化後その 50  に ， 各 pH に嬲節 した麹抽出瀕液50ccを加え40℃ で前賠岡搬賓験し

て 求 め た．L澱粉よ り生眈する糖 も Paper　chromatograph で Glucose と 判つ た） （Fig・3）圃示 の 如 くA皿 y・

la8e で は pH の 影響 は Co1：ulase 程蓑し く無 い が pH

4．5− 5．5が好逋戯躓1で 最遖 pH は 5。0 と推定出來る．夏

に Aniyla8e の 最懣 罷蔑i‘ま pH　5．0に 驕節した濾液 を用

い 両搬にr餓鑑魔で賞験 してρ℃ と剣闘しk ．こ の揖合 も

躓O− se℃ の 晒 で は 著 しい 影響はなくAmylase｛tcellu・

Iase｝；比 較 しで廣い 好萢燦件 を宥す る こ とが 聰め られた．

　以上 より T ．hOnin
’
gi　一　ema 及び澱粉より

’
Glucosg

を生成す るが該薗演生活上如何 に Glucose を代謝 する

か を附記す る．　　　　 ．

蕾
丶

∫
β

8

喜

　　　　　　　　　 ・
卩
H

Fig．3．　Ih且ue ロ ce 　of　Hydrogaロ・10n　Co盤ceπト

　　　　tratio ロ g 　upon 　Amy1 興oe 　Acti▽ity，
　 　 　 　 after 　 72hr

　｛7｝ T．・hettingi　IC依る Glucose代謝．5000C三角壕に純 G1腫oo8 ε 5 ％を含む既報
1の の A3 ζは B 培地100cc（pH

5．4）を入れ培貔に供 した．液面培養漲 で は白色薗勸 ：厚く出來て 僅に液面 よ り洗み胞子を生ぜず裏面は純白 ZF 坦

で あ り液内培墾怯 では 白色薦糸が 液申に 充減 し胞子 ほ 無 い ．培裹後．pH は例えば 22 ほ後前者 で 1．も 餐睹 で 2．2と

成つ た．兩巻共芳香 の ある鮮黄 色透明の 醒液 を輿え譲液を分析に供した．鯏 の 生成は賞黼 されるが霊 ク ロ

ム 酸臻に依 る幽 色反賑は兩湘液興 有リヨ ードフ 才 ル ム 反應融 液内培饕濾液 で は 直 に沈澱を生 じ檢鏡後酒精を潔 め

液薗培萱の 夫れ で 5燗 毆無 きも開に 該反感 を得 た，　　
1

　揮歟 の 檢幽は K   DY ，
　BARXER の ア ン モ ； ウ A 璽 法 ID と井上 ， 野田 の ヒ ・ド ロ キザ ム 酸 法

15）とに依り不

揮 璽 醍 は野村 ， 高柵10
に 準 じ n・Butan。1， 酳臨 水 （4：1：ユ）を用し・Br・m 　Phenal・ Kue の 0．4％測腎溶液で呈

色せ しめ る注 と醺酸 の 代 bに蟻酸 を用い るwalDとに 依 り行つ た．　 II（ME果揮發酸 は 何斛 僉出し得ず不 揮蜀斟 ま兩怯

で 全 く鬩じ結県を得たが爾酸を使用せ る場合 を 示す．（Table　9 ， 10）該結果は窒温30士 2℃ で業洋濾紙No ．50を

用い 上 昇 法 で 褐 た もの で あ る．

’1・abl ・・9・ Rf・V・lu。9・Of・Otg ・ nic 　ACid・ 　 　
「

T 。b正。 10．．Q 。alit。ti。。
　Tdsis 。h

』
0 ，脚 i6

　　 　　　　　　　　　　　　　　
1Acid

　in　CUIture翼【ectiurn．

Subgtrate Rf
Coπ 03P αロd  9
　　　　Ac 巨d

GlucoseO

．IS｝」O．18
0．嗣 ．40

0．79− O．78

Oxalic　 Acid
Malic 　Acid

Succinic　 Acid

檢累 の誌果何れ の 糊 液よ りも常に 黴 の みを ， 該濾液 を濃縮す る と常 に 三ヨ圉の 酸を硝懿した．．只液 面 培養
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（外山）　ナrichoderma ゐoningl

’
に 俵る綾維棄分餌　せ鑑3 報） （…96el　）

濾液を濃縮後展開する と灘 が極め て 明瞭に 現われ他 の 二 酸 は極 く淡 くか 夊 は 全 く出現しな い が液 内培 養濾液 で

は 三 種 の 酸が常 に出現 した．叉 Sp コt の 大きさと色の 濃度 より蓚酸が 最 も多 く琥珀酸 これ に 次ぎ林檎酸は 最 も少

量 で 且培養 日數の經過 と共 に 蓚酸 は 益 々 明瞭に成 り林檎酸 は認 め られな くなる．更に 液面培養濾液 よ りの 蓚酸 の

Spo 忠は液内培養濾液 よ りの 夫れ よ り大きく色も濃く且 Rf が や 〜 大 きい が 純蓚酸 も燈 に 從 い 同 様 と な り液 面培 養

法 で は蓚 駿が よ り多 く生ず る こ とを知つ た．f鹹夜面培養濾液に （培養10H 間）鹽化カ ル シ ウ ム 液 を加 え醋酸酸性

に す る と常温 で 多量 の 白沈を生 じ該洗澱 は 鹽酸 に 可 溶 で 蓚酸が 相當量 生 成す る の が 認 め られ る．

　以 上 で 蓚 酸 が最終生蔑物 と看倣せ る．尚別｝こ ア イ ン ホ ル ン 管 で Glucose より炭酸 ガ ス を難 す る こ と を知 つ

た が此黝 に 關 して 毒HEUKELEKIAN ，　WAKSMANNIs ）に 依れば好氣的條件 で T ．　koningiに依 り分解された 繊維素

の 約 55％が 炭酸 ガ ス に 成 り約 40％ が 菌體 に 成 る と の 報 告が あ る．さて 以 上 を嬰 約 す れ ば T ．koningi　｛ま繊維素 よ

り Glucose を 生 じ こ れを代謝して 炭酸 ガ ス ，漫精，琥珀酸 ，林檎酸及 び 最終 生産物 と して 蓚 酸 夕興 え る．皀£に

NoRD
，
　VITucclleP は木材腐朽菌 の 纖維素分解經路の 一つ と して 皺維棄 → Glucose→ 酒 精 → 醋酸 → mefli酸 → フ マ

ール 酸 → 林檎酸 → 蓚 酸 な る過 程 を提 示 し て 居 る が T ．koningiも略 ft 同 様 な代 謝經路 を た ど る の で は なか ろ 5か ．

（倚緒論 で 觸れ た 如 くT ．　koningi　｛t酸性 の 抗黴物質 を も生産す る檬 で ある 6））以 上本 報 告 に 於 て 著者tt　T．　koningi

の 蜜際的癰用 に必翼 な事項を 略 k 確定し得た機 に思われ該菌の Cellulase並びに Amylase ｛よ農産製造上利用す

る 價値あ りと確信す るに 至つ た．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 纏　　　　　括

　腐生 菌 T ．koningi　｛tva力な Cellulaseと 無蒸煮澱黔粕 を良 く糖化 し得 る Amylase と を有す る こ とを 知 り該

菌 を農産製造上 に 鬪 せ ん とす る意鬪の 下｝こ基 礎的條件 を求 め た．著者 の rw易　Cellulase 測定 法 を用い た 結果 に

依れば

　（1） ガ ーゼ 夊 は 暁脂綿を基質 と した 液面 培養濾液 は彊力な Cellulase作用を示 し液丙培養 法 で は 基贋が 微細化

するに拘 らず該作用は劣る．

　  培養基質 と して繊維累 の 丙脱脂綿がCellu！a8e 生蔑 に 有効 で あ り澱粉 Glueoseを炭素源 とす る とCe1lulflse

は 生 産 され ぬ ．又脆脂綿 を用い た 場 合 に Amy 工ase も生産される こ と を認 め た．

　〔3〕 液内培養濾液又は麩麭抽出濾液よ り酒 糟3こは 硫安 に 依 り Cellulase粗標 品 を分離確認 した，侮酵 素 力 強 き

場合は 測定 中濾紙面 上 に 發泡が 見 られ た．

　（4） T ．koningi の Amylase は AsP ．　oryzae の 夫れ よ り強力 に 澱粉粕を 分 解し特に 無蒸煮の 場 合兩 者の 差

が大 で あ る．

　（5〕 71　koningiの 麩麹抽出濾液は Ce1！ulase 及び Amylase を含有 し Bemberg を基質 とせ る場合 CeUuhse

の 最 適 pH は 4．0，最適温 度 は 45℃ で環 境條件 の 影響 を 鋭敏に 受け，　 Amylase の 最適 pH は 5．0，最懣 艦度 は 40

℃ で あ るが 作用好適條件 の 範園は Cel！ulaSe に 比 し て 廣 か つ た．

　（6｝ T ．koningiは 繊維素又 は澱粉 よ り Glucoseを生成 し黼 ， 炭酸 ガ ス
， 琥珀酸 ， 林檎酸及 び 終局生産物 と

して 蓚 酸 を 生 成す る．
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