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　 CoRMANI ）は Starch か ら直接 Glucose を生成する絲状菌 Amytase を Glucogenic　enzyme と して 論及した

が ， 次 で PHILLIPs2 ）は Rh・detemar か ら分離 した所謂 Gluc・a皿 ylase は耐酸性あ り Starch か ら Glucose を生

成 し併 せ て Maltase 力を示すが Isomaltase力 を示 さな い 性質か ら麹 菌 A 皿 ylase と類似す る 事，福本氏
s）は 更

に Gluc．　a【nylase は糖化， 液化を司 る別個 の 活性中心をもち其 の結晶に は単結晶 と酸変性失活の 二 次的結晶の

二 つ あ る事 ・

一
方岡崎氏

d）
は Starch 分解作用機作か ら Rhi（oPus を 勲 ．　tonkinensis，　M 。　Pekaの 2 型 に 分類 し複

合酵素系 の 作 用 を明 らか に した 上其 の 柑違 は α
一
amylase ，　 S−amylase

，　 Maltose−transglucos 三dase 三 者 の Mixed

ratio の 差 に 関聯す る 事 を 究明 し た．尚 RhiZoPus　amylasc に 就 て は貴 重 な多数の 報告が あるが之 に 反 して Pro−

tease に 就て は前報に 述べ た 如 く全 く 見るべ きもの が ない ．そ こ で本報で は Rhi4（｝PUS　enzyme の 応 用 見地 か ら

Protease
，　
Amylase の 基礎 的 事項 に 就 い て 検討 し た 二

， 三 の 結果 を報告す る，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 実　験 　の 　部

　 1．実験 方 法

　 1．供試 菌株

　 Rh．　tonkinenSi∫ R6 −4，　Rlt．　Peka　IR24 ，
」勲 ．ゴavanicus 　HATSUKEN 　No，3 の 3 株に 就い て 試験した，

　 2 ．AmyIase ，　Proteasc 作 月一JpH

　 I） 酵素液 Rhizopus 麩麹 ， 米麹 ：緩衝液 ；1 ： 10抽 出液 を酵 素 原 液 と した．　　　　
・

　 2） 基質　蛋白基質 として Milk　Gasein・
Soybean　casein

，　 Hemoglobin 澱粉基質とし て Solublc　starch を使

用 した．

　 3） Amy1ase 測定法 α
一
amylase 　lま WoHLGEMUTH 法 に 依 る分数，　 S−amylase は BERTRAND 法 lt依 る還

元糖 の 生 成量 で 表示 した．

　
4） Protease 測定法　

Gasein ，　HemQg1 ・bi且 の 場合 ANSON の比色法 ，　Gelatinの 場合 Formol　titration 法に

依つ た．

　4・0％ Gelatin　lscc，　MCILVAINE 　buffer　soln ・10cc，　 Enzyme 　soln ・5．OocJ　 Toluo12 ．Oec調製液 を共栓試験管に

採 取 し，40℃ ，24hr消 化後 N ！lO　NaOH に て滴 定 し た容量 cc 数 （Control と の 差）で 表示 し た．

　 3 ．Amylase
，
　Protease作 用 経時曲 線

　 1） 糖化曲線 4・0％ Solublc　 starch 　50cc，　MCILVAINE 　buffer　 soln ．40   ，　Enzyme 　 soln ．10cc
，
　Toluol　2   の

配合 に て 40℃ ，8hr消化其 の 闇経時 的 に 2・Occ採 取 其 の 糖量 （皿 9）と時間 との 関係を図示 した．

　2） 蛋 白 消化曲線　10％ Gelatin　75cc，　MCILVAINE 　buffer　soln ・45cc，　E明 ymc 　soln ．20  
，
　pH ＝6．5 規制後

Toluol　5．Occ添 加 し共栓 フ ラ ス コ 内 に て 38℃
，
24hr消化此 の 間 経 時 的 に ア ミ ノ 酸生成量を測定 し時問との 関係を

図示 し た．

　 3）　 Defatted　 soybcan 消イ匕til［，wr

　Defatted　seybean 　powder （T ．S．13．4％ ，　T ．N ．9．1％ ）6．Og，　MCILVAINE 　buffer　soln ．190 
，
　Enzyme 　soln ．10

cc
，　pH ＝・5・5 規制後 Toluol　lOcc添加 し 共栓 フ ラ ス コ 内に て 38℃ ，24hr消 化此 の 問経 時的に TCA 　soruble 　N ，

ア ミ ノ 酸 ， 全糖，直糖を 測 定 し時間との 関係を図示 した．

　 1．実 験 結 果

　 1．Amylase
，
　Protease 作用pH 曲線

　1） Amylase 作用 とpH との 関係　Fig．1−A ，2−A は Rh ・tenkinenSis
，
　M ・　Pekaの無処 理 α

一amyiase ，　S−a皿 ylase
の pH 曲線 ，　 Fig・　1−B

，
2−B は 其の Amylase を pH ＝3D ，40℃ ，

10min 条件処理した後 の pH 曲線 で あ る．此 の

曲線 に 見 られ る如 く Rh ．　tonkinensis，　Rh．　peka の α
一amylase ，　 S−amylase 作用 の Opt ．　pH ・＝4．5−−5．0 範囲で pH

＝＝4・7 に Peak を示 した．且 ・劭 ．　tonkinensis の caarnylasc を WOHLGEMUTH 法に 依 り測定した分数 は pH ＝
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Fig．2．　 Rh．　Peka の Amylase 作 坩 力 とpH
　　 と の 関 係 曲 線

2　無 処 理 S−amylase

  処理 S−amylase

4・7の Vane処理螺 液で は 155mi ・
・ 処理螺 液で は 45・mi … Rh ・P・k・　｝Cli“て は3・・mi ・ ，＞ 50・mi ・ で あり．何れ

も cramylase は 弱 い が 特に Rh ・　peka の 場 合 pH ＝ 3 ・0 短時閭処 理 に依 る失活度は 大で あつ た．　 S．amylas 。 は
M ．tonkinenSis で は無処理 酵索液 5・2ccよ り処理 酵素液3・8cc

， 躡 ・Peka の 無処理酵素液4．Occよ り処 理 酵素液2．8
cc に 減少 して い る．無処理酵素液 ， 処理 酵素液の cv−amylase

，　S−amylase とpH との 関係曲線は 殆 ん ど変 らない が
S・amylase 失活度 は a −amylase に 比 して 僅 か で あ つ た．

　2） Protease 作用 とpH との 関係

聖
ぎ
1

Fig・3・Rhizepus　protease の Gelatin 消 化 と

　　pH と の 関係 曲 線

　　　 I　 R ん・Peka 麩麹 Protea8e

　　　2　R ゐ・J
’
avanicus 魏麹 Protease

　　　ω 1〜h・　Peka 米麹 Prote蹴

　　　2〕　R ゐ．javanicus米麹 Protcase
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Fig．4．　 Rh ，　Peka　protease の 蛋 白 消 化 と

　　　pH と の 関 係 曲線

　 　 　 　 　 IMilk 　 Casein
　　　　　2　Hemoglobin

　　　　　3　Soybean 　 casein
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　〔1） Gelatin 基質　麩培養麹酵素液で は Fig・3に 示す如 く Rh ・卸 o α η‘6 繝 ，　Rh ．　tonkinensis
，
　Rh．　pelcaの 何 れ もpH

上 昇 に従 ひ Formol　titer　cc は 増加 し pH ＝6・5〜7 ・0 範囲内で Peak を 示 す が 米培養麹 酵 索液 で は pH 西4 ．0 を

Peak とし て 以降漸減 しpH ＝・6・5−−7・0で 第 2 の 小 さ な Peak を示 した ．

　  Casein・Hemo910bin 基質　麩培養 Rh・　peka酵素液 に就 い て ANSoN 法 に依 り試験し た 結果は Fig，4 に

示す如 く Milk 　 casein
・
Soybean 　 casein 二 者 は pH 　

・・
　3・O，6・5，　Hemoglobin 　pH 　＝＝　3．5，7．O に 於 い て 二 っ の Peak

を示 し た ．次 に 処理酵素液に 依 る pH 曲線は Fig・5 に 示 す 如 く pH ＝3・0
，
40℃ ， 30min処 」9 で は Acid　pr・tcase

systcm 残存 し Neutral　protease　 sygtem 失活，
　 pH ＝6・8 処理 で は Nentral　protease　system が 残存 し Acid

protease　 system が失活 した．

　実 験 〔1）・（2）に 於い て 供試 Rhizopus の Protease は 少 く と も Acid 　protease　system と Ncntral　protease　system

とか らな り米培地 で は前者 ， 麩培地 で は後者が 主体で あ つ た．

　3） Protease作用温 度　魏培養 Rlt．　Peka　proteasc の 各温 度下 に Casein消 化 を ANSON 法 に 依 り試験 した結

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 果 は 38℃ が最適 温度で 此 の 場合 の 消化炭 を 100と した時
　 　 　

’
40

　　　　　 　　 の 比較値は Fig．6 の 如 く低 温 で は 作 用 が 鈍 く緩 漫 で あ る

　　　q3e 　 が 温 度 上 昇 に 従 い 作用性 を増加 し35〜42 ℃ 附近 で 活性を
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Fig、5．劭 ．　Peka　 pH 処 理 Protease の 蛋 白

　　消化 とpH と の 関係曲線

　　　　 l　 Milk　 casein 基 質

　　　　2　　Seybean 　casein 　基…質

　　　　1apH ＝3．0処 理 酵 素 液

　　　　 Ib　pH ＝6．8処 理 酵素液

　　　　 2a　pH ＝・3．0処 理 酵 素 液

　　　　 2b　pH ［・6．B処理 酵素液

　 O　　 te　　 20　　δ0　　 49　　 5P　　 60　　 ？0

　　　　　　　 坤
Fig．6．　 Rh ．　peka　protease の Gasein 消 化 と

　　 作 用 温 度 との 関係曲線

示す．50℃ 以上で は 著 し く作用減退 し60℃ で失活を 認め られ 其 の 限界

は55℃ 附近 と思 われ る．

　 2 ．Amyl 朋 e，　Protease作用経時曲線

　 1） 糖化曲線　無処理酵素液 と pH ＝3．0， 40℃ ， 10min 処 理 酵素液

の Soluble　starch に 対す る糖化 状 況 を経 時 的 に 調べ た Fig・7で は Rh ・

J
’
avanicus ，　Rh ・tonkinensis，　Rh・　Peka共 に 糖化力 大 で あ るが 就 中前二 者

は 初期 に糖生 成率大で あ り中段以降 は其程 の 伸 び を 示 さず，Rb・Peka

に 於て は 終始緩慢な 糖化曲線を 示 し た．

　 2） 蛋 白 消化曲線 Rh ．　Peka，　Rh ．　javanieus，
　m ．　tonkinensis　protease

に依 る Gelatin 分解液の 生成 ア ミ ノ 酸経時曲線 は Fig．8 に 示す如 く

Rfi．　Peka の 場合初期 に 急 昇 し8hr内 の 分 解率大 で あ る が 以 降は 緩慢 な

増加線 を 示 し ，
一方 R ゐ．tonkinensisに 於て は Rh．　Peka の 場合程の 極

端 な 急 昇曲線 は 見 られず寧 ろ緩慢な 弓形 曲線 を示 した．Rh ・　iavanicus
の 場合は Rh ．　 tonkinensis に 近 い が 両者 の 中間位を示した ． これ を 前

実験 の 糖化曲線 と比較す る と正 反 対 の 結果即 ち Rh ・Peka　amylase の

糖化曲線は 緩慢 な 弓 形 曲線 で あ つ たが 其 の Protease の 消化曲線は V

型 に 近 い 形状 で あ り，
劭 づ α o傭 σ μ∫

， 劭 ．tenkinensis　amylase の 糖化山

線は急昇曲線を示すの に 対し其の Proteaseの 消化曲線 は 其程極端な

加
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Fig．7．　 RhizePas　amylase に 依 る

　　 糖 化曲線

　 A 　無 処 理 S・amylase
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　　F三9L　9・　Rh ・Peka　enzyme に 依 る Soybean

　　　 消化の 経時曲線

1　TCA 　Soluble　nitrogen 　　（1）　Amil1Q　nitragen
2　Total　 sugar 　　　　　　　 （2） Direct　 sugar

曲線を示 さなか つ た．

　 3）　 Defattcd　 soybean 　powder 消化曲線

　Rh ．　peka 酵素液 に依 る Seybean 分解 の 経時曲線は H9 ．g に 示す 如くで T ．N ．，　A ．N ．の N −curve は4hr内に 急

昇 し，T ・S・
，　D ・S・の C −curve は8hr内に 上昇 し以後は 緩慢 な増加曲線 を示 し た。

　 珊．考 　　環

　前報 2） Black　Aspcrgilli　amylase 　 opt ．　pH ・　42
，　 Greenish・yellow　Aspergilli　amylase 　opt ．　 pH 　＝5．2 と対照

して Rhinopus　 amylase 　opt ．　pH ＝4．7 は両者 の 中間値 を示 し た．　 Mizopus の S−amylase は 概 し て強 い の に 対 し

α
一amylase 弱 く，且 pH ＝3・O

，
40℃，10min 軽処 理 に 依つ て も α

一amylase の 失活大 な る に対 し S−amylasc が 比較

的 安定な 事 は Black　Aspergilli
，
　Greenish−yellow　Aspergilli両者に 共通す る点の あ る事も伺 え る．

　糖化曲線 に 於て Rh・　」
’
avaniCUS

，
」既 ・tonkinensis と Rh．　Peka との 場合多少 の 相違点 を認 め られ た 事は 岡崎

4〕
氏

の 報告 と一致 す るが ，然 し長時閥で 何れ も還 元 糖 を漸増す る点で は 共通 性 を認 め られ ， 初期曲線の 相違 は菌株 間

の 酵素力強弱 に 関聯ある事 も考慮 されねばな らず本実験 の 範囲で は此 の 相違 を Amylase の本質で あ る と断定す

る迄 に 至 らなかつ た．

　次 に ，
Protease　 pH 曲線 に 於 て Gelatin 消化 か ら判断出来 る 事 は麩麹 で は 作用pH 上昇に従い 其の 酵素力 を増

加し pH 　・＝6・5−−7
， 米麹 で は pH ・・4 ，0

，
　 pH ＝6・5−− 7 附近 に

一
応の Pcak を 示す事，　 Fig．4 の Gase三n 基質か ら

PH ・・3・O− 3・5，　 pH ＝6・5− 7・0 に Pcak を示 す 事，且 Fig．5の 如くpH 処理 に 依 つ て 二 つ の Proteaseに 分れ る事

此 等 の 事実か ら RhimPus が 少 くと も二 っ の Protease 即 ち Acid　pretease　systcm
，
　 Neutral　protease　system 両

者を生産す る事 は 決定的で あら う．一
方鈴木

s」
氏 ， 茂木

6
低 等 は A ．or）Zae　 protease に Ac ｛d　protease，　Alkaline

protease の 外 Neutral　protease の 存在を報告して居るが 此 の Neutral　proteaseは pH 　・・　6　Ut近 で 作用至適 で あ

る として い る．瀰 つ て坂本7）
は 1955年既 に ん o脳 α 6protease が pH ＝3．0〜3、50pt ．　acid 　protease　system

，
　 pH

＝・5．5− 6．O　 opt ．　 weak 　acid 　protease　 system ，　 pH 罟75〜9．50pt ．　 alkaline 　protease　 system の 三 者か らな る事を

報告 し た が 当 時 と して は Weak 　 acid 　protease　 system の 主張は 飛躍過 ぎる と して 批判 さ れ た もの の 今 日 に 至 り

其 の Weak 　acid 　protease　system に 相当す る Neutral　protease　system が 安井
s）
氏 ， 三 浦

9丿

氏，鈴木
5）
氏 ， 茂木

6）

氏等｝ζ依っ て次 々 と 明らかに された 事は AOtyzae 　protease の一歩前進 と云 うべ きで あろ う．然 らば Aoryzae

の Neutral　proteasc　system −1 と本実験 の RhiZepus　neutral 　 protease　 system ・II とは 如何程 の 共 通 性が あ る か ，

又全然別個の もの か此 は 今後 の 課題 で あ るが A．orvzae の Neutral　protease　 system −1 は Alkaline　protease　 sys ・

tem 　va移 る一歩手前の 小 さ な Peak （Alkaline　prOtcase の 延長 として 考 えられ る事 ，
　 pH 刻 み を幅広 くとつ て結

ん で し ま えば直線 とな る事 の 為に な か な か 気付か な い 程 で ある） と して 存在す るに 対 し RhizoPus　neutral 　prote・

asc −II は CIN 　 ratio 小 な る培地 に 於い て 生産 さ れ る RhiaoPus の 主 力 Proteaseで ある と云 う点 で 生 産面に 大 き

な 相違 を見られ る．然 し Amylase の 性質か ら予想す る と前記 した如 く RhizePus　amylase と Aspergilli　amylase

とは 可成 り共通 す る 点 の あ る專， 且 Rhizoptts　amylase 　opt ．　pH ヵS　BIack　Aspergilli，　 GreeniSh・Yellow　As？er 一
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gilli　amylase 。pt．　pH の 申間 値 ICある 事 か ら察 して Ncutral　protease−1，−II は 其の 性質が 可成 り近 似す るの で
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 し

はな い か と考えられ る （尚 ， 小さな Peak として Alkaline　 protease　 system の 存在が見られたが此 に 就て は暫

く保 留す る）．

　次 に ，Rhi40Pus　Pretease の 作用 好適温度38℃
， 金失活限界55℃ の 結果は他の 絲状菌 Protease の 場合と同様で

特色は認 め られ な か つ た．

　次に ， Rh ・Peka の 蛋 自 分解 曲線 と糖化曲線 と は相 反 す る 形状で あ っ た が Protease，　 Amylase 酵素力 の 相 反 す

る事実か ら曲線形状の 相違は酵素力の 強弱 に 基因するもの と解釈す る以外本実験の 範囲で は判断出来な かつ た ，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 総　　　　　括

　1） Rlt・tenkinenSis
，　Rh．　jaeanicus，

劭 ．　pekaの 3 株 に 就い て Amylase ，　Protease を検討し た、

　2） Amylase 作用 opt ．　pH ＝4．7 で pH ・＝3．0，40℃ ，
10min 処理 に 依 り ct

・amylase の 失活大 で あ るが S・a ！nyl ・

ase は比較的安定 で あつ だ．

　3） Protease は少 くとも Acid　protease　system
，
　 Neutral　protease　system の 二 つ あり， 其の Opt ・pH は前

者3・e
， 後者6 ．5附近 で あつ た．

　4） 澱粉糖化 に 於 て は Rh・iavanicus，
　Rh．　tonkinensis の 場合初期 に 直線的 で あ るが 以降は緩慢 な 上昇線を辿 り・

1劭・舛 α に 於て は終始緩慢な弓形曲線 で あり， 此 は 岡崎氏 の 報告 と一致 し た．

　5） 蛋白分解に於 て は Rh・」

’
avanicus

，
　Rh．　 tonkinensisの 場合其の 曲線は 概 し て緩慢 で あ り，

　 Rft・　Pekaに於て は

恰も Rh・tonkinensis　type の 糖化曲線の 形状 に 近 似した ，此 の 相違 は酵素力の 強弱 に 依 る もの と思わ れ る。

　終 りに 臨み 御 指 導 を忝 う し た 東大坂 口 博士 ， 科研飯 田 研究員 ， 富金原研究員 ， 阪大寺本博士，照井博 士 に 深 謝

す る，尚，本研究費 は合成 溏 酒 組合，国 税 庁援助 費 に 依 る もの で 厚礼申上 げ る．
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メ ラ オ キ シ 安息 香 酸 ブ チ ノレ の 分 離定量 に つ い て

芝 　 崎 勲 ・松 田 敏 生 （大 阪 大学工 学部醸酵工 学教 室）

（本 報告 の 1部 は第 8 回大 阪 醸 造 学会 講演会 に て 報告 済）

　食品，医薬晶等 の 防腐剤 とし て 古 くよ り用 い られ て い るパ ラ オ キ シ 安息 香 酸 エ ス テ ル （PHBA エ ス テル ）の 分

離定量 に つ い て は従来 プ ロ ム 化 法 D
， 紫外線吸 光度 測 定法

s），MILLoN 試薬法 3），　 SToUGHToN の ニ トロ ソ 反応

に よ る方法 4）
・
4一ア ミ ノ ア ン チ ピ リン 法

2
・
5
・
°）等が提案 せ られ ， 吾国 で は衛生検査 指針に 示 され て い る万法 1）が常

用 されて い る．一方 PHBA エ ス テ ル を種 々 の 試料 よ り分離す る方法 と し て は エ ーテ ル 或 は ア ル コ ール に よ る 抽

出法 が 採用 せ られ て い る．

　著者等 は 種 々 の食品 に含ま れ る PHBA エ ス テ ル を迅速且つ 高精度を以 て 定量す る方法を確立せ むと企図し，

試料 に 応 じた 分離 法 を設定 し て ，種 々 の 定量法 に つ い て 比較検討 し た 結果，紫外線吸光度測定法及 び4一ア ミ ノ ア

ン チ ピ リ ン 法 に よ りその 目的を達す る こ とが 出来 たの で ， 茲 に報告する，

　本報告 で は PHBA エ ス テ ル の 内汎用 せ られ る ブ チ ル エ ス テル （MP ・71〜2℃ ， 上 野製薬株式会社製品） （以下
孕PHB と略称す る） を供試 レ，吸 光 度測定には鳥津製ベ ッ クマ ン 型分光光電 光度計を弔い た

へ
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