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Ca−
polysaccharide 及 び Ca・free　polysaccharide の 性贋
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 緒　　　　　書

　近時 polysaccharide の 研究 は生化學及 び 細菌學 の 分野 に於 て 重要なる位置 を占め そ の 騁 ）及 び分子 量eSPt）

に 對す る知見 も數多 く報告され て い る．而 し著者等 が乳糖培地 よ り得 た如 き complex 　 polysac とharide　iこ就 い

て は未だ 報告に 接 して い ない ．前va：’）に 於 て は稀鹽酸處理 及 び SEVAGE の 方法 を應用す る事に依り相當に純度

の 高い Ca −fr  の polysaccharide を得 たが そ の 粕性は Ca・pOlysaccharide に比 し て 極め て 低 い 値を示 す こ と

が認 め られた．本報 で は Ca・poエysacaharide と Ca・freeの 物質 に つ い て 加水分解速匿，粘箆 に 對す る櫨 々 の 因

子 の 影響を嬲 べ 更 に Ca・free の 物質 に つ い て は粘鹿 法 及び滲透壓法 に 依 りそ の 分子 の 大きさ等を 測定 した結果

を報告す る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　實驗 及び賞驗 結果

　 1．酸 に依 る加 水 分解

　porysaccharide を酸 で 加水分解す る場合同
一

濃度 の 酸 で も鑒酸 に依る時 は硫酸 に比 して 分解液 の 着色が署 く

還元力が低 く顯われ る事實 を認 め た の で 各濃度 の 硫酸 及 び 鹽酸 を用い て 加紛 解の 經過 を調 べ た。

　試料 と して sEVAGE 法 に 依 り精製 した Ca・polysaccharide 及 び Ca ・free　polysaccharide　− 210mg （無 水物）

を精秤 し 35ml の 各濃度 （1 ％〜10％） の 硫酸 3ζは 鹽酸を加えて 50ml 容 の 試驗管 に 入れ reflux 下 に boiling

water 　bath 中で 加熱 し適當 な時期 に そ の 5ml を探 り BERTRAND 法 で 還元 力 を測定 し glUcoee と して 算出 し

た ．そ の 績 果は Figla ，
　 Fig　lb 及 び Fig　2　a

，
　 Fig　2　b に 示す如 くで ある．
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Fig　la。　Hydrolysis　rates 　of　Ca’free
polysaccharide 　in　various 　conc ．of
HaSO4
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　Fig　2b　Hydrolysis　rates 　of 　Ca−polysac−

　　 charide 　in　variDus 　conc ．　of　HC1．

　即 ち Ca・polysaccharide ，　Ca ・free 物質 の 兩者共加承分解經遏は 同樣 の 傾向 を示 し鹽酸 に依る分 解は硫 酸 の そ

れ に 比 し薯 し ぐ擧動を異に し2 ％以上 の 灑度 で は時聞 と共 に 分解液 の 還元 力 ｛r漸吹低下 し10％以 上 の 鹽 酸 で ほ 30

分 後 ｝こ 6 ％ の 鹽酸 で は 1時間後に 碣色 乃至 黒褐色を呈 した ．こ の 事 實 は polysヨccharide の 齶成糖 た る メ チ ル ペ

．ン ト＿ズ 部分が鹽酸 に依 り methylfurfural に變化す る事 に 起因する もの と思 わ れ る．猶 Ca−free　Po！ysacch −

aride に 於 て ｛m ．全なる加水分解は 2％ 及 び 6 ％濃鹿の 硫酸 で 4 時間で 充分で あっ た．

　 1．粘　　　度

　polysaccharide の 特性 と し て粘度 の 大な る事が擧げ られるが 著者等 の polys ヨ ccharide で は カル シ ウ ム を含

む物質 は極鹿 に粘性が大 で あ るに 反 して Ca−free の 物質 で は相 當低 い 粘度 を示 す事が 見 出 され た の で こ の 爾 者

に つ い て 濃度 ， pH 及 び温度 の 關係 を調 べ た．使用 した 粘度計 は OSTWALD 型 で 逋常20 ℃ （± O．1℃ ） の 恒温槽

．に 於 て 測定 した．、　 　　 　 ．　　 　　 　　 　　 　　　 　 、．

、・（1） 、灘 と粘度 の 關係

　侮 ・Polysaccharide 及 び Ca・free　polysaecharide の 各濃 度 の 水溶液 に 就 い て 相對粘度 ηr を測定 した 結果

は Table　I に示 す如 くで あ り Ca ・free の もの は Ca −polysaccharide 　iこ比 して 粘鹿 は著し く低 い が これは p（ily一

Table 　I．　 Relative　 viscosity （ηr） of 　polysacc触aride 　at 　 various 　concentratians

　 a．Ca −polysaccharide （at 　20℃ ± 0．1℃ ）

Conc ．（％）　 0．2　　0．4　　 0．6　　0．8　　1．0

　　η量「　　　　2．60　　6．47　　工2．73　32 ．27　56 ．03

b．Ca −free　poIysaccharide （at
’
201℃ t　O．T℃ ）

conc ．（％ ） 0 ．（π 0．1610 ．2810 ．4210 ．5630 ，702　　冖
η1 1．1671 ．4111 ．8112 ．4403 ．1254 ．120

Saccharide と繽 合 し て い る カ ル シ ウ ム が そ の 結 合 を解 か れ た た め と考 え られ る ．こ の 事 は 又 pH と粘度
』
との 關

係 よ りも明 か で あ る．

　   　粘慶 に及 ぼ す pH の 影響

　Ca・polys3ccharide は稀鹽酸 處理 に 依 り粘度 を 急 激 に 低下 させ る こ と が 認 め られ た 力嘶 る 粘度低 下 は poly −・

sadcharide の 講造自體 の 破壌 とは 考 え られ な い の で Ca・polys3ccharide ，
　 Ca・free　 polysaccharide め二 っ の

試料に つ い て 夫 々 の pH 　l： 於け る粘慶を測定 した．　 pH の 調整 に は各 pH に 於て 同
一

成分よ り成 る 綏衛劑 を用 い

る事が の ぞ ま し い が 廣 い pH 領減 に 亘 る緩衝劑は 見當 らない の で pH 　2．0〜8 。0に饗 して は ク エ ン 酸 ソ ーダー擲酸

ソーダ
’
を，pH 　IO．Oに 獨 し て は炭酸 ソ ーダー

重旋酸 ソ ー一一　tiよ り 成 る もの を用い た．試 料 水 溶液 6．Om1 に 綏 画 液

（N15） 4．Oml を加 えて 夫 々 の 濃睫に なる如く試料 の 灘 を調整し粘度 （比粘魔 ηsp ）を比較 し た．そ の 紬果 を

Tab工6　H に示す t

N 工工
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Table 　II．　 Effects　of　 pH 　to　speci 丘c

viscosityac 　（ηbp ）　（at 　20
°
C 　：ヒ　0．1

°
C）

sユ mPle Ca・polysacch ． C 裂
一free　 polys3cch ．

cocnc （％ ）

pE

0．20 ．40 、50 ．20 ．40 ．6

2 ．04

．06

．08

．010

．0

0．282 ・．6… ．6SOI・．284 ・．62・ 0．972

1r132　3．580 　5．820 　0．351 　0．608 　0．981

1．361　3．740　5 ．135　0．447 　0．75　　1 ．297

1．309　2 ．975　4 ．410　0．312　0 ．6　　 1．008

1．2903 ．4105 ．345　0．2910 。608 　0．943

斎 sp6cific　viscosity ：ηsp ；ηt
− 1；η1ηo − 1

　齣 ち Ca・polysaccharide で は各濃度共 pH 　6．0

附近 で 粘度 は最大値 を示すが pH の 低下に 從 い 粘

度 も低下 しpH 　2．0 で は急 激な低 下 を 示 して い る．

こ れ に 反 し て Ca −free　polysaccharide に 於 て は

pH 　2．O−”pHIO ．O の 聞 で は 殆 ん ど變化が 認 め ら

れない ．こ の 事は pH 　2．0 附近 で Ca−polysaccha・

ride に 含まれ る カ ル シ ウ ム が 遊 離 猷態 とな h

Ca −free　polysaccharide の 構造 に 近 づ く こ と を

晴宗 して い る．

　（3） 温 鹿 の 影 響

　各濃度の polysaceharide 水溶液に つ い て 濺

の 影響を調べ た結果 は Fig　3　a
，
　Fig　3　b．に 示す．

粘度は Ca・polyszccharide と Ca・freeの 物質で は著 しい 相異が見 られるが温度變化 に對する擧動は兩春共同

じ傾向 を示 し10℃ 〜70℃ の 澀度範園で は 粘性 の 破壌 は見 られなか つ た．
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（1） 粘 度 と分子量 の 關係
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Fig3b 　Effects　of 　temper ／ltu 宦
・
e　tu

　 viscJs 三ty 　 of 　Ca−free　 P ）1ysミcch ．

　 （solvent ；disti11．　w ユter ）

　Ca−free　polys　ict
・huridd の 各濃鹿の 水溶液 に つ い て 粘度 を測定 した 結果 sTAUDINGER が分岐 の 少 い 鎖腴重

合謄 に 就い て 與えた式

　　　　〔η〕 
＝KmP ．（C ：濃度 gXI．　P ：童 合 度 Km ：粘 度分 子 量憧數 ）

　ヌ1は　　〔η〕（Cgm ）
＝Km 　M ．　（Cgm ：濃 度 nnit 　mo 晝！1）

但 ・櫨 鞭 〔・〕皇！i鶤elC二1
，

≡
1

激
；
啓）

に よ く適合 す る事が分つ た の で 各濃慶 の 場 合の 粘 度 を 求め 濃貶 を 0 に 外挿す る事 に 依 り極限 粘 度 を 求 め た

（Fig．4 ）．

　 こ の 結果 より極限粘度 〔η〕〔・→ 。
；0227 を得 た．こ れ よ り分 子・量を求 め るた め に は Kn1 が興えられなければ なら

N 工工
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暴⇔

　 　 o喝

唱
口

く

：i　lo　
°．，

tt
　

　　　　co ロcentration （g　 per 　liter〕

　　F至g4 ．　 Relations　betw6en 　Conc ．（C ），

　　　告 ・ d 智… 2・・… c）
　　　　　　　　 　
　 　 　 Intrinsic　v 三scosity 　〔η〕＝＝ 0．227．

な い が 澱粉誘韆 で は 0 ．4〜1．0 × 10
−
4

、
セ ル ロ k ズ

誘導騰で は 2〜 7 × 10m4 な る値
9）が與えられ て 居 る．

M ．G ．　GEOGHGAM 　et 　a！（1948）5） は bacteria口 evan

及び dextran の K ・n とし て5 メ 10
『
4

なる敬を 用

い て 居 る の で 著者等 の polyraccharije ｝こ も Km ＝＝

5x10
−
4 を適用 す る と 重 合 鹿 P は 454 と な る．

polysaccharide の 基本分子を假に 〔CoH ：005 〕と

して 分 子量を算出すると 73548なる値を得 た．

　而 して Pig ．4 ｝： 示 し た濃度 と粘膜 の 關係 よ り本

polysaccharide は 大體に 於 て分岐 の 少 い 鎖默構造

を 有するもの と考えられる。

　〔2）　滲透壓 と分子量 め 關係

osmQmeter と して は 最も簡單な型 め H。　B 　Bull

（1941）6）の type の BVLI ．　a ロ d　CURIE （1948）7）

の 改良 型 を用 い 孚滲透膜 と して は 市販 の Collodion に て sack を作 り25℃ の 恒媼 で 30時間錚置 し て 李衡に 逹せ し

め た後 （ト ル エ ン を indicatOr とす る ），鰺逶壓 を測定 して 水桂（cm ）で表 わし た，その 結果は Table　IU　1：’示

す。

T ．Lble 　III03m 〕こic　pre   s ∵re ⊂．f　C ：
・free

polys ・聖ccharide （at 　25℃ ）

、！臨 1鳴，。． lp「魁 詔。

c ’n
　［・！司 M ・・ W … h・

0．8840

．7〔vrO

．5920

，4420

．128

2．952

．681
，910

，740

．47

0．2960

．2640

．3100

．2940

．266

74，90066

，80078

，40074

，30067

，200

　濃 度 （c ）と （c！P ）は直線 彌係 よ りや L ず

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 RT
れ るた め一般 に 用 い られ る式 M ・・liinp！6
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 t：→ D

　 253，
000

噸 面 6 （at 　25℃ ・P ： Osm ・tic・P ・ess ・C　：

　 C → 0

濃度 g！IOOml）を用い て 分 子量 を 算出する

こ とが出來なか つ た．これ は 龝爽雜す る茨

分等 の 微量 の 不純物或は溶媒 （．水）との 闘 の

會合 現象等 に 起因す る もの と思われ る．

　從 つ て上表 に於け る分 子量 は夫 々 の 濃度 に於け る滲透壓 よ りの Vant 　Hoff 式か ら計算 した 値で あ るが 分
二
孔量

大蓋 70，000〜75 ，000の order に あ る こ とが考えら れ前述 の 粘鹿 の 結果 と
一

致 した 値を示す．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　潟 察 及 び 要 約

　（1） 先 に 得 た精製 Ca−polysaechari’ae 及 び C・＝ free　polys ’
accharide を 加水分騨す る 際鹽酸 で は 分解液 の 潼

元 力が 漸 次 減 少す る傾 向が あ る に 反 し硫酸 で は そ の 事蟹は 認 め られず こ れは 溝成糖 の
一

成分た る メ チ ル ・ペ ン ト

ース が鹽酸に獨 して 不 安定 で methylfurfura1 を生成す る もの と 考 え られ る．完 全 な る 加水分解 は 2 − 6 ％ 硫

酸 と共 に 4 時聞加熱す る こ とに よ り達 せ られる．

　【2〕 粘度 に 對する濃度及び 温度 の 影響 に つ い て は Ca を含 む物質と Ca−free の 物質とで は著しい 粘度差が認 め

られ る に も拘 らず何 れ も同 様 の 擧動 を示 す こ と よ り鹽 酸 麹 虱 こ 依 る ヵ ル シ ウ ム の 除去 は polysacc頭 ride 自體

の 構造 の 破驤 を惹趨す る もの で ない と考 え られ る．

　＿
方 Ca −free　polysaccharide で は pH 　2．e・− pH 　lo．o の 範圍に 於て その 粘性 は安定 で あ るが C ユ

・
polysaccha

一

rlde で は 酸曲部 に 於 て急 敷に 粘性 を低下 し pH 　2．0附 近 で は特に著 しい 事 が 分 っ た ．こ の 事は 前報 で 述 べ た如 く

Copper　Complex と固 際な結合を して い る と 考 尭られ る カ ル シ ウ ム が pH 　2．0附 近 で 完全 に 遊離 し て Ca・free

p ⊃lysaccharideの 構造に なる こ と を暗示 して い る．但 し單に ア ル カ リ 添加 に 依 り pH を 中性 に す るだ け で は 粘

性 は 園復 し ない ．

〔3〕 Ca・free　polyszc＝haride の 水溶液 に つ い て 粘度 と濃熨の 關係は良 く STAUDINGER の 粘度式に適合す る こ

とが分 り從 つ て 本 PQIysaccharide は 分岐の 少 い 鑽腴囀池 を有す る もの で ある と認 め られその 結 果 分 子 量は

70，
0000rd 己r の 値 となつ た．こ の 艫 は 叉滲透壓 法 に よ り算出 した 値 と も大 凡

一
致 し ， こ の 裏 よ り本 PDIysaceh 一
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aride 　eま フ コ 冖ズ
， 葡萄糖 約450よ り1冓成 され る鎖 1伏重 合體 な る事が分 つ た．

　（昭和26年 4 月 日本農藝化學大會 に て 發表）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 丈 　 　　 　　 献

1）EVENs ．　 T ．　 H 　 and 　HIBBERT ： Advance 　in　Carbohydrate　Chem 　4　（1946）．　 2）GRE 酬 WOOD
，
　C

，
T ．：

Adva 逡 ce 　in　Carbohydrate　chem ，7 （1952）．　　　 ．3）三 崎，足立，堀 ： 本 誌 ， （禾 刊 ）．　　 4） sTAUD −

1NGER ．　H ：Die　Hochmoleku ！aren 　Organis：hen　 Verbindungen （1932）．　　 5） GEoGHGAN ．　M ．　J．　 and

BRIAN 　：　Biochem 　J，， 45，5 （1948）． 6） BuL
’
L．　H．　B ．： J．　Biol　Chem ．，　IS7，ユ43 （1941）．　 7） BuLL ，

’
H ．B．

and 　cURRIE ，B．R ；、　J．　Am ．　Chem ．　Soc．68， 742 （1946）．　　　　　　　　　　　　　 く昭和 29
， 5，

19受 理 ）

リ ン ゴ 加 工 に 關 す る 研 究 （第 12報）

液内培養法 に よ る糸腴菌 ペ ク チ ン 分解酵素 の 生産 （置）

藤 井 義紹
・
芦澤　長 ・手 嶋睦子 ・植村定治郎 （東北大學農學部）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 緒　　　　　論

　さきに 主 と して 葡萄糖
一ペ プ トン を使用 して 液内培養法 に よ る糸状菌 ペ ク チ ン 分解酵素 の 生産條件を檢索 レた

が り ．そ の 際麩麹 法 で 該酵素生産 の 強力菌株 と して え ら んだ AsP ・niger 　No ．55 が 液内培養用菌株 と し て 不 適當

で ある と した。併 し實際製造に 便用し得 る麩及 び玉 蜀黍 の よ うな自然培養基を用い た 場合に は こ の 菌株 で も比較

的 に 高位 の 酵素蓄檳 を 液内培養 法 で 示 した の で ，その 培養條件 を檢討 し た 成績 を こ M こ報告す る。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 實 　驗 　方 　法

　 a．供試菌株 ； Asp ．　 niger 　No．55

　 b．ペ ク チ ン 分解酵素能 の 測定 ：前報 に 準 じ粘度 低下法 に よ り酵素能を 測定 した が ， 但 し その 酵素力は下記 の

よ らに 粘度 變 化の 百分 輦 で 示 した．即 ち 2 ％
’
〈
’
ク チ ソ （犬 印製）；容液 5ml ，　pH 　3．5 の ク エ ン 酸 綏 衝 液 （M15 ）2mI

を 粘度計に とつ て 温度 干 衡に 逮せ しめ た後 に酵素液 1ml ， 蒸溜承 21nI （何 れ も測定温度 と同温度 の もの ）を加え

て 40℃ で
一

定時間作用 さ也 その ま ま粘度降下 を測定 したが，酵素力 At （作用時間 t 分 ） は 次式で 求め た
2）．

　 　 　 　 　 　 Vo − Vt
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 x100　 　 　At＝
　 　 　 　 　 　 Vo − Vs

　 Vo ：Pectin　 soln ．十 inactivated　 enzyme

　 Vt ：Pectin　 soln ．．十 active 　 enzyme

　 Vs ：Distilled　 water

　 c ．培養液 の 分析 ：pH の 測定 は キ ン ヒ ド ロ ン 電極法 に ，又糖 分 ，
　 N 分の 定量 は夫 々 BERTRAND 法 ，　 it皿

LDAHL 法 に よっ た ．

　d．培養基 ：玉蜀黍に 麩 を 加え た もの を主 に 用い た．麩以外に 米糠，蛹粕，大豆粕等 を も使用して 試 驗 した が ，

麩が最 もよい 成債 を示 した の で 主とし て こ れ を N 源的 に取扱 つ て 使用 した．こ れ に 前報所載の 無機鹽類 を 加えて

基 本培養基 と し ，
ペ ク チ ン 物質添加試驗 に は リ ン ゴ 粕 を以 つ て こ れに 當 て た ．供試 の 玉 蜀黍 ， 麩 ， リ ン ゴ 粕の 主

成 分 は次 の 如 し．
　 　 　 　 　 　 t
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 こ れらの 原料 の 濃度は 最高 2．0 ％まで 培養基
　Table 　1．　 Sugar −and 　 nitrogen ・co 就 ents 　 of 　the 　 raw

　　 materials 　for　the 　P ：ctic 　enzyme 　production ．　　 に 使用 した・

F°tnE

彦gga「 s
　l　T ° 圃

諮
゜gen

CornWheat
　bran

Pomaee

53．332

．125

．5

1．272

．510

．59

Water14

．012

．718
．7

　e．培養方法 ：渡内培養法 と し て は 振 盪培 養

溝に よっ た．500m ユ容培養瓶に 培養液 75m1 を 、

と り ， 振幅 7cm ， 廻轉數 工50　rpm で振盪 したt一

又通氣攪拌培養法を行 つ た 場合 は通 氣管及 び攬

拌機を具備 した 1g 容丸底 三頸培養瓶か 或は ス

テ イン レ ス 製の 三頸の 蓋附 の 圓筒形 ガ ラ ス 瓶（約 2D 容を使用 した．前者の 裝置 の 通冪管は 先端部 に 數個 の 噴出
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