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第１表斜面培養基組成

１．はじめに

サトウキビの褐変は，いままでに数多くの研究がなさ

れてきた。Ｗｅｎｔは，サトウキビの褐変は菌類によるも

のであると報告していろ(4)。その菌は，ArxとMuller

によって分類されＰﾉｶysα/osPoγαノzzc"”α"e"sjsSpeg．

と命名された(4)。

琉球大学農学部農芸化学科第二研究室でもサトウキビ

褐変の研究が行なわれ，1971年，褐変したサトウキビか

ら赤色の糸状菌の一種ＰＡＯ”αｓｐ・が分離された。１９１１

年，Edgertonは，褐変したサトウキビ中の鳶糖分が減

少していることを報告していろ｡(4)

このＰﾉio"s，.菌は，Ｐｈｙｓα【osPoγα／"c況加α"e"sls

Speg．と同様にサトウキビの褐変に関与しているのでは

ないかと推則され，かつある種の糸状菌には，インベル

ターゼ（β-h-fructosidase）が含まれていることが報告

されているので(3)，予備実験を行ったところ，この

Pﾉiα”αｓｐ・にもインベルターゼが含まれていることが

確認された。本実験は，このようにサトウキビの褐変現

象に関与していると`思われるＰ"ｏｍａｓｐ・の生産する酵

素インベルターゼの一般的性質を検討するために行っ

た。
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第２表液体培養基組成

鳶糖

Ｋ２ＨＰＯ４

ＭｇＳＯ４７Ｈ２０

留蒸水

ＮａＮＯ３

ＫＣ１

ＦｅＳＯ４

759

0.59

0.259

500ｍ‘

19

0.259

0.o1g

斜面培養方法は，カギ状に曲げた白金鈎でP"olOzasp・

の胞子または菌糸の一部を１～２白金鈎とり，斜面培養

（試験管に下記の固体培養基を適当量分注した培養基）

に付着させ，３５°Ｃの孵卵器に入れて一週間培養を行な

った。その菌糸を種菌として使用した。

液体培養方法は，数個の500川，１Jの三角フラスコ

に上記の液体培養基を適当量入れて，種菌を１～２白金

鉤とりこの液体培養基の表面に接種した後，３５°Ｃの孵

卵器に入れて３～４週間静置培養を行なった。

３）酵素液の抽出(1)液体培養基中で増殖した菌蓋

を取り，培養基に薦糖を使用したので糖分を除くために

蒸留水を用いて水洗し，ろ紙に狭んで残りの水分を除

き，その菌蓋3009を冷水と海砂の適当量で乳バチです

りつぶし，冷凍遠心機で10000rpm，２０分間遠）心して

その上澄液をとり全量を緩衝液（1/15ＭＫ２ＨＰＯ４.．

2．材料と方法

１）供試菌株前述のＰ"olPzasp・を用いた。

２）培養基，培養方法斜面培養基は，坂口・王氏

液(7)を用い，寒天濃度２％，薦糖濃度１５％，ｐＨ６．５に

調整した。その組成は，第１表に示した。

液体培養基は，坂口・王氏液を用い，熊糖濃度15％，

pH6.5に調整した。その組成は，第２友に示した。
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ｌｎ５ＭＫ２ＨＰＯ４：1/ｌ５ＭＨ３ＰＯ４＝１:１，ｐＨ6.81で

500川として粗酵素液とした。

４）酵素活性の測定反応(液組成は１０％鳶糖液，

粗酵素液の等容積とし，孵卵器中で45°Ｃ，４８時間酵素

反応を進めた後，１/l0MNa2CO3溶液の適当量を加え

て反応を停止した後，反応によって生成した還元糖を

Lane法(8)で定量した。

５）基質の調製１０％鳶糖液50腕'を用いた。

６）ｐＨの調整ｐＨ２～７までは1/１０ＮＨＣ１，ｐＨ

８～12までは1/10ＮＮＨ４０Ｈを用い，ｐＨメーター

で調整した。 １００

７）ペーパークロマトグラフィーZ灌素作用によ

って生成した糖の同定には，反応液を加熱して反応

を停止させた後，濃縮してペーパークロマトグラフ

ィーを行なった。ろ紙は東洋ろ紙No.５Ａを用い，へ
ｂＯ

展開剤は，ｎ－プタノーノレ：酪酸：水(４：１：５）白
戸

とし，上昇法で展開した。発'色J闇Ｉは，アニリンフタⅢ
畑

一ル酸を用いた。

醤50
～
ＣＯ

:3．実験結果日

１）反応時間の酵素活性に及ぼす影響 蕊

8篶騨議譜;|鰯F1溌臘螢三襄鰻
性を停辻させて全容を50脚となし，還元糖を定量

した。結果を第１図に示す。incubateしてから３９

時間までは，順次直線的に酵素活性が高くなってい

るが，３９時間を過ぎると酵素活性はほぼ一定になっ

ていろ。３９時間目に，酵素活性は91.87ｍｇ/酵素蛋

白１ｍｇを示していろ。

２）ｐＨの酵素活性に及ぼす影響

酵素液５"'を各おののpHに調整した後，１０％鳶糖溶

液５脚を加え全容を50脚となし，４５°Ｃで48時間反

応させた後，１０％熊糖溶液５ｍ'を加え全容を50脚とな

し,４５°Ｃで48時間反応させた後，１/l0MNa2CO3で活

性を停止させて還元糖を定量した。結果を第２図に示

す。酸性側では，かなり安全であるが，アルカリ側で

は，活性が急速に低下し，ｐＨ６～８の間で最高の活性

10２４６８

第２図ｐＨの酵素活性に及ぼす影響！

を示していることがわかる。ｐＨ7.0で105.8ｍｇ/酵

素蛋白１ｍｇを示し，pH11ではほとんど活性はみら

れなかった。

３）反Jti温度の酵素活性に及ぼす影響

酵素液５川に10％鳶糖溶液５川を加え，ｐＨ

6.8,0°Ｃ2～70°Ｃの各おのの温度で48時間反応さ

せ，１/10MNa2CO3で活性を停止させ，５０川とな

し，還元糖を定量した。その結果は，第３図に示し

てあるように，比較的高温において活性が高く，最

高値41.83ｍｇ／酵素蛋白１ｍｇは45°Ｃにおいてみ

られた。６０°Ｃでもある程度の活性を示しているが，

70°Ｃではほとんど活性がない。

４）基質濃渡の酵素活性に及ぼす影響

５％，１０％，１５％，２０％，２５％の各薦糖溶液５〃

'に酵素液５池'を加え，ｐＨ6.8で45°Ｃ，４８時間反応
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第１図反例i澗時の酵素活性に及ぼす影響

6０



沖縄農業第12巻第１．２号（1974）3４

酵素液５ｍ'を試験管にとり50°Ｃ，６０°Ｃ,７０°Ｃの｣

温度で10～60分間加熱処理した後，１０％薦糖溶液５

伽'を加えて45°Ｃ,48時間反応を行なった後,1/l0M

Na2CO3を加えて活性を停止させ，定容して50川

となし，還元糖を定量した。結果を第５図に示す。

50°Ｃの熱処理では，酵素活性が順次直線的に減少

しているのが認められた。６０°Ｃの熱処理では，１０～

20分間は酵素活性にはあまり影響がみられず，３０分

になると酵素活性の減少がみられた。５０分を過ぎろ

と活性は認められず，70.Ｃの熱処理では酵素活性

は全く認められなかった。

６）重金属塩の酵素活性に及ぼす影響

酵素液５ｍ′と８種の金属塩溶液（各10-2Ｍ）５
ｍ′の混合液をそれぞれ８個の試験管にとり，１０分

間放置し，１０％薦糖溶液５"z'を各おのに加え，４５°

Ｃで，４８時間反応させた後，１/10MNa2CO3を加

えて活性を停止して,定容して50脚となし，還元糖

を定量した。結果は第３表に示すように，Ｂａ2+，

Ｎａ+で著しく酵素活性が阻害され，Ｈｇ2+，Ｃｕ2+で

ほぼ阻害されていろ。

150

０
０

０
５

１

（
凶
日
［
田
畑
牒
断
】
へ
凶
日
）
製
旧
轡
哨

0１０２０３０４０５０

反応温度（｡C）

第３図反応温度の酵素活生に及ぼす影響
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第３表金属塩の酵素活性に及ぼす影響

金属塩(10-2Ｍ） 比活性度
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０
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0
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基質濃度（％）

第４図基質濃度の酵素活性に及ぼす影響

させた後，１/10ＭＮａ２ＣＯ３を加えて活性を停止さ

せ，定容して50〃′となし，還元糖を定量した結果

は，第４図である。第４図に示されるように，５～

10％では活性が順次増加していて，１０％では，８７．１

mg/酵素蛋白１ｍｇを示している。１０～25％では活

性がほぼ一定となっている。

５）熱処理の酵素活性に及ぼす影響

７）熱処理後金属塩による影響

賦活性を調べるために，酵素液５”‘を試験管に

とり，結果５）を参考にして，６０°Ｃ,30分間熱処理

した後，６）項で示された各金属塩溶５川と，１０％

薦糖溶液５腕'を加えた後,１０分間放置し，４５°Ｃで，

48時間反応させ，１/l0MNa2Co3を加えて活性を

停止して，５０川となし，還元糖を定量した。プラ
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ターゼの存在が確認されたので，この酵素の諸性質

について検討したところ，ある程度の知見をえたの

で，以下のとおり考察を行なった。

第１図において，反応時間が60時間の長時間に及

んだのは，基質濃度が高く分解に時間がかかるため

であり，第４図において，基質濃度が10～25％でや

や分解状態が一定であるのは，糖濃度が高いことお

よび酵素蛋白が薦糖の分解によって生じたグルコー

ス，フルクトース等の糖類の阻害作用(2)を受ける

ためであろう。

第２図に示すように，Ｐｈａ池czsp・の生産するイ

ンベルターゼの至適pHが7.5付近にあることは糸状

菌のそれが６．０～8.0(6)にあること矛盾しないが，

サトウキビのインベルターゼの雪嵐pHが5.7(3)であ

ることとは若干異なる。第３図に示すように，反応
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第５図熱処理の酵素活性に及ぼす影響
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６０．Ｊ￣←－V￣/ロＩ麦.￣･￣・アリ四W￣'J、フーノ,￣’￣ル゛

は，Ｏ～70°Ｃの温度範囲で行なったが，４５°Ｃでピー

クを示した。Ｏ～20°Ｃで活性が低いのは酵素活性の

阻害が考えられ，６０～70°Ｃで活性が低いのは酵素

蛋白の変'性が考えられろ。

第３表から，金属塩中で，Ｂａ2＋，Ｈｇ＋，Ｎａ＋，

が阻害作用を有していることがわかる。この中で，Ｈｇ＋

で阻害される場合は，硫化水素で可逆的に除去しうろこ

とから，Ｈｇによって酵素分子が著しい変化を受けてい

ないことが推察されろ(5)。

熱処理後の金属塩の影響は認められなかったことか

ら，金属塩による賦活作用はないものと考えられる。

Ｐｈ０”αｓｐ・菌の粗酵素液が薦糖溶液に作用したとき，

ペーパークロマトグラフィーにより，グルコースとフル

クトースが確認できることから，本実験の酵素液中にイ

ンベルターゼが存在するることは明らかである。

ンクとして金属塩を添加しないものを用いた。その結

果，ブランクと何ら異なることなく影響は認められなか

った。

８）反応生成物の確認

１０％鳶溶液５川，酵素液５”Zの混合液にトルエンを

加え，４５°Ｃで，４８時間反応させ，生成糖をペーパーク

ロマトグラフィーによって同定した。生成糖は２スポッ

トで標準グルコース，フラクトースのＲｆ値（それぞれ

0.17,0.23）と完全に一致した。

９）蛋白質の定量

粗酵素液５川をとり，蒸留水を加えて50"‘に定容

し，280加似で分光光度計で検量線により測定した結果，

粗酵素液５川中に4.3ｍｇ蛋白質が定量された。
5．要約

１）Ｐｈ０”zzsp・菌の生産するインベルターゼの諸性

質は次のとおりである。至適作用ｐＨは7.5付近，至適作

用温度は45°Ｃ，Ｈｇ＋，Ｂａ2＋，Ｎａ＋によって阻害を受け

ろ。

２）反応生成物はグルコースとフルクトースであり，

酵素液中にインベルターゼが存在することは明らかであ

る。

4．考察

インベルターゼはβ-フルクトフラノシダーゼ，β‐h＿

フルクトシダーゼ，サツカラーゼ，スクラーゼなどとも

呼ばれ，糸状菌,酵母菌,細菌，高等植物に存在し，β-ｈ

フルクトフラノシド結合，すなわちβ-hフルクトケトー

ズがケトンＯＨを供給しているグリコシド結合の解離，

結合を触媒する酵素である。α‐グリコシダーゼもインベ

ルターゼと同様に鳶糖を分解し，両者は上記生物細胞中

に共存していることが多い(5)と言われていろ。

予備実験で糸状菌であるＰｈａ腕czsp・中にもインベル
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