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　 2．こ の 際 の 澱粉価 の ロ ス は7〜m ％ で あ る．

　 3．この 貯蔵甘藷は ，
ア ル コ

ー
ル 醸酵 の 掛 け醪 とし て ， その ま ま使用旧来 るが ， ア ミ ロ 法で は 少量 の 窒素を 補

わね ばな らぬ ．又蒸煮条件を穀類な み に す る 必要があ る が そ の 他特に 支障 を 認め な か つ た．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（昭和 32．9 ．10受理）

微生物の 生産す る酵素並び に 其の 利用に 関す る研究

（第 11報 ） Penicillium菌 ア ミ ラ ーゼ
，

プ ロ テ ア ーゼ の 性質に 就 い て

坂 本 政 義 ・守 随
・
稀 雪 （科学 研 究所）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 緒　　　　　曾

　PeniciUium 菌約 IO種の 酵素生 産 に就 い て は 前報
1）に 記載 したが本報 で は此等 の Amylase

，　Proteasc の澱粉， 蛋

白 の 消 化 並 び に Paper　electrephoresis に関 して 検 討 した．

　 1．奚験 方 法

　 1．供試菌株

　 Penicil“um 　 H 種並 び に 其の 類 似 菌 3呻 ぬ 吻餌 ∫ 伽 諭 側 臨 に就 い て 試験 し た．

　 2・ Amylase ，　Protcasc作用 pH

　 l） 酵素液．Peniciltium麩麹 10倍抽出液を酵素原液と した．

　2）　基 質．Protease作用基質 と して Gelatin，　 Peptone，　Casein ；Amylase 作用基質 として Soluble　starch を

使用 した．

　3） Amylase 測 定 法．　 tt・arnylasc は WOHLGEMUTH 法 に 依 る 時閲 （min ），
　 S・amylase は 其 の 還 元 力 を

BERTRAND 法 に 依 り KMnO4 （1cc　eq ．4 ．99mgGu ） cc 並 び に 還 元糖生 成量 （mg ）で 表示 した ，

　4） Protease 測定法．　 Gelatin，　Peptone 基質 の 場合は Formol 　 titration 即ち 4．0％ Gelatin
， 4．0％ Peptone

各15cc，　MC ！LVAINE 　buffcr　soln ・IOcc
，　Enzyme 　soln ，5．Occ

，　Toluol　2．Occ 調 製液 を共 栓 試 験 管 に 採取 し40℃
，
24

hr 消 化 後 N ！10　NaOH に て 滴定 した 容量 cc （（】ontrol との 差 ） を以て 表示 した．

　2． Amyiase，　Protease作用の 経時曲線

　1） 糖化曲線．4・O％ Soluble　starch 　50cc，　MCILVAINE 　buffer　soln ．40cc
，
　Enzyrne　soln ．10cc

，
　Teluol　2ccの

配合に て 40℃
，
8hr 消化其 の間経埓約に2．Occ　Sampling其の 糖量（mg ）と時間 との 関係を図示 した．

　2） 蛋白消化曲線．10％ Gelatin　 75  ，　 MclLVAINE 　 buffer　soln ．45　 c．c．
，
　 Enzyme 　 soln ．2（辷c，　 pH 規制後

Toluol　5cc 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 し時間 との 関 係を

図示 し た．

　3・ Amylase
，　Protcaseの Paper　electrophoresis

　N120　ph（rsphate 　buffer　soln・（pH ・＝6．9）を電 解液 として 500D ．G ．　 volt
，
6mA

，
4hr 条件下に泳動させ 移動 S即 t

の 確認は Agar 　plate　 method 　lこ依 っ た．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1 ．実験 鰆 果

　　　Table ！．　Penicillium　amylase 作用 と pH との 関 係　　　　　L　Amylase・ Protease作用 の pH 曲 線

Spec 三es Amy 且ase

P．thomii
α
一amylase

Samylase

　　　　　　　　 a −amylase
P．chrysogenum

　　　　　　　　 S−amylase

作　 用　pH

… 1… 1… 1… ！…

loo5

．36

＞ 1502

．68

506

．211003

．69

555
．88604

．11

704
．10554

．26

＞ 1003

．21653

．95

　 1） Amylase 作用 と pH との 関係．

　　　（Table 　l参照）

　P・thamii の cv
−amyl ．ase ，

　S−amylasc 作 用

の Opt ．　pH 　＝　4．0
，
　P．　chr）sogenum の Amylase

作用 の Opt ．　 pH ＝・5．0 で 前 者 は Black

Asperigilli
， 後者は Greenish−yellow　 Asp −

ergilli の 場合と近似 の 作用 pH で あっ た．

　2） Protease 作 用 と pH との 関 係．

　　　（F五9．1黜
2 参照）
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Fig・1・PeniciUium　proteaseに 依 る 蛋 白消 化 と pH との 関係
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　　　 Fig。2．　 Penicillium　 protease　｝こ依 る

　　　　　　 Peptone 消化 とpH との 関 係

Curve 　L 　P・thomii 　　 Curve 　3．　P．　 ehrPtsogenum

　　　 2．P．　oxaticum 　　　　　　4．　Scop．　brevicaulis

　 Gelatin 基質の 場合 は P ．　themii，　P．　oxaticum の Pro・

tease 作用力 は pH ＝3・0− 4．0に Peak を示し pH ＝6．0

に 於い て も可成 りの 作用力 を 示 した．P．　 cfir）sogenum

の Protease作用 力 は pH ・・6・OSC於 い て Peak を示 し

ScoP．　brevicautisの 其れ は pH ・・7．0〜7．5で Maxi 皿 um

で あつ た ．Peptone 基質 の 場合 も Gelatinの 場合と同

傾 向 の 消化曲線で あつ た．

　Casein基質 の 場合 ANsoN 法 に依 る pH 曲線 で は

P・thOmii ，　P・oxalicum の Opt ・pH ＝・3．0，　P．　chrysogenum

の Opt ・pH ＝・5・5〜6・0，　Scop・　brevicaulisの Opt ．　pH ＝

7．0− 7．5で あっ た．

　以上の 結果から P．thOmii
，
　R ・oxaticum は Protease

作用力bS　pH ÷ 3．0 附近 に 於 い て Maximum 　を示す

Acid 　protease　system で あ り，
　P．　chr） sogenurn は pH

＝6・0で Peak を示す Neutral　protease　system
，
　 See一

pulariopsis　brevicaulisはpH ＝7・0〜7・5で 作用性の Alkaline　protease　system が 主 体 で あ る事 を認 め た ．　A 　chrysu ・

genum の Protease　system は P・notatum の Opt ・pH ＝5・5−−6・OT．あ る とす る伊藤禹
“D の 報告 と同傾旬の 結果で あ

り， 而かも此 の Protease　system は A ・oryUae に 見 られ る Neutral　protease 　syste 皿 と類似す る もの 如 く前報
3）

に 記 した 勲 ゆ ・・ の N ・ut ・a1　P・・t… e よ りは R ・勿 ・・Ψ ・・加 の N ・ut ・・l　p ・・tea・e カS　 A ．・r」Zas の N ・ ut ・al

proteaseに 著 し く近 似す る もの と思 はれ る．

　2・ Amylase
，
　Protease作用 の経時曲線

　1）　糖化曲線．（Fig．3参照）

　P・thOmii・P・chrssogenum 　amylase の 糖 1匕曲線は 他の Mold 　amylasc の 其れ と対照す る と前者は 概 して Blac　k

aspergilli の A ・usamii 　type に 近 似 し後者は Rh ・　Peka　type に 近 似す る もの の 如 くで あ る．

　2） 蛋 白消化曲線．（Fig・4 參照）

　Gelatin 消 化の 経 時曲線 は P ・themii
，　P・chtysogenum 　protease共1〜二大差 の な い漸昇曲線 を示 した．

　3． A 皿 ylase，　Protease の Paper　elect 「oPho 「esis ．

　1） A 皿 ylase（Fig．5 參照）
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Fig．3．　 Peniciltium　 amylase

　 　 　 　 に 依 る糖 化 曲 線

　 Curve　 1．　 P，　 thomli

　　　　 2．P．　 ch りysogenum
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Fig．4．　 Penldltium　proteaseに 依 る Gelatin消化 曲線
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Fig・5・Penicittium　amylase の Paper　elcctrophoresis
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Fig．6．　 PeniciSlium　protease の Paper　 electrophoresis

　Penicilliuin　amylase の 全 部 が Anodc 側 に 泳動 した が P．　PurPurogenum，
　P．　frapubntans，　P ，　citrinum

，
　P．　natgio −

vensis 等は 2 個 の Spot を示現し， 而か も後 3 者 の Spot　l個 は Anode 側 に示現した．

　 2）　　Pretease　（Fig．6參照 ）

　Penicillium　proteaseの 大半 は Anode 側 に 泳動 したが P．　rtrgulosum
，
　P ．　oxalieum

，
　P・η4 ‘g｛oo6 η∫i∫ は Gathode 側

に 泳動した．P・herquei
，
　P・　PurPuregenumは AnOde 側 に 2 個の Spot を示現 した．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 結 　 　 　 　 　輪

　 り　IL　tlwinii，　IJ．　exalicum の Aniylasc 作用 pH ＝4．0
，
　Protease作柑 pH 　 3．O− 4．0

，
　H 　 chry5vgenum の Amy レ

ase 作用 pH ＝5・O
，
　Protease作用 pH 　＝＝5．5〜6．5

，
　 Se・ρ．　brevicautisの Protea肥 作用pH ＝7．0〜7 ．J「 ）

vこ 於 い て 好適 で

あ つ た．

　2） P・tliOmii，　P・oxaticum は B且ack 　 aspergilli の Acid　 pretease　 system 　；P．　 chrvso8enum は Greenish。ycliow
aspergilli の Neutral　protease　system 生産注 と共通す る点あ る を伺 へ る．

　3） Paper　electrophoresis で 1ま PenicUtinm　amylasc
，　protease の 大部分が Amde 側｝こ泳動す るが P．　 rugute ・
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一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

C4S4）　 　 　 　 伏 谷，金芋， 高勵 酒精醪の 改良に 関す る 研究 （第13報）

Sttm
，
　P．　 oxalicum

，
　P．　 nalgiovensis 　egの Proteaseは Cathode 側 に 泳動 した．

　終 りit臨 み 御指導 を 賜は りま し た 東大坂 口 博士 ， 科研飯 田 主任 硬 究 員，阪大 寺 本 博 士 ， 照 井 博士 に 深謝す る．

尚 本研 究費 は 国税 庁 ， 合成清酒組合補助費 に 依 る もの で 厚礼申上 げ る，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　丈　　　　　献

1） 坂 本 ， 守随 ：醗 工 ．
35

，
386

， （1957）．　　　　 2）ITo
，　Y ・：J・Biochem ．， 37， 51 （1950）．　　　　　 3）

坂 本 ， 守随 ：醸 工 ，35，279 （1957）．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 （昭 和 32．9 ．12 受 理 ）

　　　　　　酒 精 醪 の 改 良 に 関 す る 研 究 （第 13報）

　　　　　　　 菌 類 ア ミ ラ ーゼ 生 成 に 適 す る培 養基 質に つ い て　（其の 2 ）

　　　　　　　　大 谷 義 夫 ・高 橋 　 慧 嶋 取大学農学 部 農芸 化 学 教 室 ）

　　　　　　　　　　　　　 金 子 直 祕 （桜 醸造 株 式 会 tr）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 緒　　　　　言

　本報告 は 前報告
1）

と同じ趣旨で 行なつ た もの で あ るが使用菊株 に は AsP・usamii 　R −1−2 を 使用 した ．本菌 も澱

粉糖 化 の 強 い 種類 と して 本研究に 屡 々 用い て 居 る．実験試料及び 方法 に つ い て は前報告 に 記 載 し て あ る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 寞　験　の 　部

　1．龜 ， 米 糠 ， 玉 買 黍及 び 甘薩 の 各単一基 質

　麩 ， 米糠 （脱脂）， 玉 蜀黍及 び甘藷粉を夫 々 単用基質 と し て 使用 し た．之等各基質を用 い て の ア ミ ラ
ー

ゼ 生成 は

次の 通 りで あ る （第 1表）．

　　　　　　　　　　Table　 L　 The 　prOduction　 of 　amylase 　by　thc　 use 　 of 　wheat 　bran，

　　　　　　　　　　　　　　 corn 　 mcal 　 und 　 sweet 　potato　powder 　 as　 culture 　 mcdia ．

Mater ね1s
　（％）

Whcatbran

（bmmeal

帯 kicebran

（fat−

　free）

0 ．10

．20

．30

．40
．50

．20

．30
．40

，5LO2

．03

．04

．05

．06

．07

．0

1旦itia置
pH5

．0
〃

〃

ノ〆

尸ノ

5，0

　 「1

〃

〃

5．0
ノ’

〃

　 广ノ

　 尸！

ノ’

〃

FinalpH2

．8
〃

3．0

　 〃

3．43

．32

．42
．63

．13

。43

．23

．03

．03

．02

．82

．8

Rcduci 皿 g　sugar

　　 （％）

0．2000

．2750

．3020

．3150

．3460

．0320

．1800

．0560
．812O

．2240

．3560

．4980
．4620

．4460

．4420

．432

Liqu・fa・ti・n 　rat ・ISa・ch ・ ・ifi・ ati 。。　rat 。

　　　（％）　　　　　　　 （％）

10．Ol5

．020

．022

．0LO12

．025

．08
．57

．210

．012

．525

．025

．020

．016

．7

19．1248

．3562

．1768

．0067

．2053

．5162

．5372

．6062
．45

【3．2622

．8933

．9045

．1244

．7346

．0044

．53
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