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糖よりの浸食子酸醗酵に関ナる研究

(第 1報)

佐令木商二・高尾彰一

(北海道大準農製剤i聡)fi"有準教室)

Studies on the gallic acid fermentation from sugar. (Part 1) 

By 

YUJI SASAKI and SHOICHI TAKAO 

(Institute of Applied Mycology， Faculty of Agriculture， 
Hokkaido University) 

緒論

浪食子隈は自然界に於ては波食子・五倍子・

茶葉・石棺根皮・吐根等に遊離又は多く配間体タ

ンニンとして存記することがう'，¥1られ，その用途と

しては各種器薬・薬品製詰用・染色剤・インクの

製治・現像月1・皮革作業用等として古くより重要

嗣されているものである。併してとれを製するに

は，浸食子・五倍子等のグンニン合有物又はとれ

と与より得司たクンニンを，稀酸又は稀アルカリでカ11

71¥，分解して製する化皐的方法と，微生物の有する

tannaseの作用によってグンニン乞加水分解して

製する酷酵法の 2方法が知られている。

とのグンニンを微生物的に加水分解して浪食

子酸を生成するのが従来のいわゆる淡食子醍醗酵

であり， との研究は占く SCHEELE1)(1786)が五

倍子中に浪食子酸を見出したととに端を殻してい

る。その後，グンエンから浪食子般の生成は布(i物

中に合まれる酵素又は酸化によるものであるとの

LAROQUE2)，ゎ(1841，1852)，ROBIQUETI) (1852)の研

究の後， V AN TIEGHEM5) (1867)が始めてとの階

酵が徽の作用によるものであるととを確認した。

即ちとの醗酵は Penicilliumglauculll及び AsTergillus

Illgerによって起るものであるとし又徽の護育に

は空気の必要で、あるとと笥;に就いても報告してい

る。 1司f;iiに MUNTZ6)(1877) もとの11~西孝は Pen.

glaucul1lによることを記している。以上の虫fIくグン

=ンから夜食子酸の生成は徹の作用によるととが

i切らかとなってラいたが， 1900年に至りとの階酵をと

司どる微にはタンニン分解醇素である tannaseが

合まれて沿り， その tannas巴の作用によってクン

ユンが加水分解され浸食子醍と慣とになるととが

POTTEVIN7)， FEI{NBACHめたの3訟の別筒の研究に

よって明らかとなった。 即ち彼等は Ast.lligerを

用いて貰際にタンニン分解酵素 tannaseを分離調

製の上， 種々 研究をこしたので、ある。 それ以来，

FREUDENBERG9)(1921)， FREUDENBERG及びVOL-

LBRECHT10) (1921)， RHIND及び、 SMITHl1)β922)，

NIEH.ENSTEINめ (1922)， NIERENSTEINlめ (1932)，

DYCKERH:O:FF及びARMBRUSTERH)(1933)， TOTH 

及び BARSONy15)(1943)， TOTHIG) (1944)等によっ

て微の tannaseを封照とした多数の研究が報告さ

れ，乙の酵素の各種の性質・保n等が明らかとな
って来た。一方， とれ守;各担・の酔諒ー化J型的研究と

ともに，その後も微による醸酵を主体とした研究

は CALMETTE17)(1902)， MANEA1S) (1904)， KNUD-

SONW) (1913)，喜多20)(1917)， RIPPEL及び KESE-

LING21) (1931)， NICHOLSONとTi;22)(1931)， .STAl)P 

及び、 BORTEtぷめ(1935)，DEYS及び DIJKMAN2'り
(1937)， Cm-LI，ANG KUO'5) (1939)， K、NANG-CtIU
HSIEH2G) (1939)，明TEN伺TEHWE127) (1939)， STN-

FANG FANG2S) (1940)， ;J、m笥;20)(1949)等によって
続けられて来た。この中殊に， CALM.ETTEは培養

液にグンニン分解菌を接種し通気慌tj干による液内
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培養で浸食子酸を生成する特許を取り，又 KNUD-

SONは23種の徴を用い，明添加の影響，好気的及

ぴ嫌気的保件下に於ける醗酵欣態， tannase生成の

趨!!fd性等につき康汎にとの醗酵を研究しているの

が注目される。

以上の如く，浸食子酸階酵に閲する研究は数

多く報脅されているが，併しとれ等は全てグンニ

ンを加水分解して波食子酸を生成させるものであ

っ七，とれとは全く逆に槙類から微生物の作用に

より合成的に波食子肢を生成させることは未だ全

くその報告を見たいのである。それ故，若しとの

街類からの波食子階生成が石'i1f認されるならば，微

生物の醸酵生理部門に更に 1つのi析しい分野を拓

くととになると考えられる。

著者等はかねて十より微生物による和々の醗酵

生産物の生成，或いは特定物質の分解程度等を，

その椴生物の護育欣態と平行して時lilJ的に視察・

測定する簡便訟を検索しその!1fsJHの一部として，
先十 Aspergillus}誌の麹般生成に放いて試験し， "更

にとの測定法で麹酸生成に封する温度技化の影響

を調べ興味ある結果を得た:10) その後更にとの測

定法を用い微による麹!唆生成のみ主主らや，臨化微

によって主色する杭々の物質の生成をも併せて検

索すべく， 319株に及ぶ多数の{殺を用い蹟汎な試

験を行ったが，その中の 1株が盟化紙により黒青

色を呈するととを認め，各種主定iζ:性引硝昨i全て認試験の結果

との物1買Zは波食干子e隈2な主るととがほほ
でで、， ことに第 1報として報?をする。

費験

費験1. 盤化鈍旦色物民生成在、件~:;の検索

1. 供ii.式首株

本教室所有の Aspergillus属170.株，Penicillium 

属84株，その他の徴65株，計319株を月jい，試

験培養に接種する矯の前培養としては葡萄倍加川

馬鈴暮寒天に 32GC，7日間試験管5M商培養したも

のを用いた。

2. 培養基

試験に供した培養基は MAY今;31)(1931)が

麹酸生成に用いたものを幾分縫えたもので，その

*11.成は葡荷桝 5%， NH4N03 0..112596， MgS04・

7H20 0..0.5%， KCl 0..0.1%，寒天1.5%である。と

の他に 1%殺菌燐限液1cc宛を強めシヤ{レに注

入し，・三たいで、上記の培養基~設置、i溶解したもの約

1o.cc宛を流し込み平松固化させる。先の燐酸の添

加によって培養基の pHは3.6-3.8となり，事担酸

生成に遁Lた可成りの限性が保たれる。

3. 培養並びに試験方法

上記培養基を流し込み固化させたシヤ{レの

中央に供試徽の胞子をそれぞれ 1白金繰宛接種し

320Cで域義 7日及び、13日間培養のものに就い

て徴のコロニ{の護育欣態を観察し，同時に盤化

技による主色物質生成の如何を試験した。

臨化繊2.色の試験方法は， o..5x2cmのi措!培E

片片.を 5%盟化餓i液夜にに.泣しし， 後乾燥殺w5菌z岩iしたものを
f徴投の護育コロエ-の同遵遺.に置き， 5~1O分!日!内に

その誠紙片の旦色の如何を調べる所前JPaper strip 

me'thodを用いた。

4. 賞験結果

上記の如く試験した結果，先十臨化鍛tによっ

て赤色の麹酸主色反肢をと示したものは，Aspergillus 

flavlIs-oryzae group 17株 Asp.tamarii 1株 Asp.

terrells 1株，Ast. effus削 1林の古1・20.株であり，そ
の他に貨相色jう至招色の呈色反陪;を示すもの数株

吋1jZめられた。併し，供試iK4株中iはも!日異的な臨
化俄JI1.色反腔;右と示したのは AspergillusjJの1株，
木教室培養呑枕 A.1o.3o.で，との微は 7日並ぴに

13日f1¥J培養のいす=れに於ても， E塩化繊旦色試験に

より極めて濃い黒栂色jう主やや青味を帯びた黒衣

色の主色反鹿を示すととが認められた。然るにと

のような臨化鍛呈色物質は徽の生産物としてはと

れ迄に未だその例を見たいものであり，との特異

的生産物の解明は徴の生四化J撃的国からも興lJ;j:;j架

い問題と思われる。

よって弐にとの物11乞大量に生成させ.その

:z性確認を試みるために液体培養を行って試験し
た。

費験 II. AsPergillus A. 10.30.の

液体晴義試験

1. 11'.:;試菌株

上記寅験で・特異的な盟化餓呈色反臨を示した

AStergillus 屈の 1~f株，教室吊控訴蹴A. 1030。と
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の徴は非常に胞子を形成し難いので，以後の液体

培養試験には接種用の前培養としては殖に琵育さ

せたものを用いた。即ち， 300cc容三角フデスコ

に愁 10g， 7]( 10ccを入れ殺菌， A.1030を接積後

7日If¥}320Cに土庁誌のものを液休培養べの接師、ru
とした。

2. 培養基

前記平板培養に用いたと同じ組成で寒天を除

いたものであるが，唯，燐酸の添加はとの物質生

成には殆んど効果のないととが]象情的試験で認め

られたので，との液休日義の際には燐隈1nf;添カnで、
行った。それ故培養液の初期pHは5.4で、あった。

3. 培養並びに試験方佐

500cc 谷三子cj フラスコ ÏL材養液 60cc を t~:入

し，殺前後前記越に 7日間暗誌のf墳を 3白金耳宛

接種し， 32
0

Cに培養，日を迫って臨化餓旦色試験

者三行った。 2.色試験としては培養液1ccに1%臨

化餓液を 1滴滴下しその際の旦色の如何を視察

し7ζ。

4. 賢験結果

光十液体培養の場合は前記平板培養の時の盟

化餓jrt色と著しく異なり， i良黒青色のJt色を示す

ととが認められた。叉術の護育JI犬態と該物質生成

とのII\J には時Wlrl'~に極めて特接日.つ特異的友関係

のあるととが分った。即ち，液体上正義の初期!約8

日11¥1は微はj夜中護育のみを行い，液中で、の議官が

ある程度盛んになるとやがて表而に殻育し始め，

以後滑かな長田護育をこ続けるようにたる。{Ji・もと

の液1+'の護育の11mまいくら培養日放を経ても培養
液の盟化鍛主色は柄色jう至黒柄色に1とるが， -'Jl 

長田に殻育ずるようになるとjtla色は青色となり，

やがては非常に濃い~In苛色の臨牝餓 JTt色た興える

に王る。 その後かなりのmlll¥1， I![Jち約 10日1H1は
との思青色主色が結くが，その1H1滑らかで・あった

仰の琵育去!可が仁1色気白糸で引食われ今るようになる

と|臨化銑Jti色は， もはやp.:n守色とならや柄色に境
るのである。以J~，の微の護育J!J\íL~ と|臨{tJy主主色物

質生成との閥係を時期的に示すと，第 1去の女fIく

Table 1. Relation between the Growth of A. 1030 and七be

Production of FeCh-cohr reactive Substance 

Days I 5 I 7 I 30 2 9 F
hノ

q
J
b
 

nu 
qノ白

戸

H
ノ
ーの

ノ
占
ー

beghming surfa巴日
" (with aerial 

Growth of 
submerged of (smooth) hyphae) A. 1030 surface 

brown or 
deep 

" " brown 
Color rea巴tion " " bla巴k司 bla巴k-blue

none 
brown with FeCb 

になる ω

以上の結果から見て， との盟イヒ織による ~IJ，青

色毛色物質は徴の表面護育と共に生成されるとと

から，その生成が惟棄と将i接t:J.関係にあるととが

tft容される。

費験 llI. AspergillωA. 1030生成

物質の確認試験

埼養液が臨化餓によって黒青色を呈すること

から，現在迄に知られている各都化合物の記載と

照合の結果，との物質は波食子酸，タンニン隈又

はそれ等に近い化合物ではないかと考えられるに

至り，更に多数の定事訴え験を比較検討した結果と

の物ftは技食:r'~í<:であろうとの推測を増すに至っ

たが，との物質の結IRI，精製に就いては向研究j並

行中であるので，先十培養液及び、精製過程にある

濃縮液に就いて浪食子醍の各報定性確認i(rl:f鍛を行

った。その試験頃日及び結果は抗2去に示す如く

であるo

この去のうち青酸力n里によるルピ{色の呈色

反I.t!fはタンユン限やピロガロールと波食子般を匝

別する特異的反肱で，背Jii更加URによって旦色した

ルビー色は漸弐消失するが振沿ーするととにより再

び12.色して来る極めて敏感な反l忠であるが，との

反肱も合めて 1)から 10)までの波食子限確認反肱

は， A.1030の培詫i夜叉は精製途中のj夜にまJして
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Table 2. Confirmative Experiments of Gallic Acid for the 
Substance produ巴edby the Mold A. ! 030 

Items of Experiment Reaction Result 

FeCh (for concentrated solution)…… bla巴k-blue…-…....….....…u … …+  

2

3

4

5

6

7

8

9

ω

日

ロ

日

M

日

" (for dilute solutionl 

FeS04… 

FeCb十NH40H …・.....

FeCJ3十Ka(Fe(CNld. 

KCN ..….. 

K3[Fe(CNlu] .ト NH~OH ・H ・.....…........

AgN03十NH~OH ……・

basi巴・H ・H ・

Picric a巴id+NH~OH ・...

Gelatin solution . 

taste ...・."

con巴.H，S04・
I十NaCI

NaC03 

brown 

gradually dark blue 

brown -red-brown 

pre巴ipitationof Prussian blue 

ruby red 

巴inr，abar→brown

black … 

brown …ー'

red-brown →green . 

non-pre巴ipitation

astringent ・・

ruby red 

purple-red .....田・・-

brown→green ...・・・・.....

+
+
+
+
+
十
寸

+
十
+
+
土
土

は全て浸食子被の標準j夜と殆んど，又は全く一致

した幸担;t!を示し，更にゼ、ラチン液を沈i殿させない

ことも淡食子般と一致し，又濃縮液の味は茂食子

酸と同様の齢味を有するととも認められた。

i世， ~農硫酸によるルピ色の旦色は波食子隈

が結品又はそれに近い極めて濃いi容液でなければ
現われない矯，且つ不純物があると硫晩による着

色が強い矯，試験液で、はルビー色の旦色が判然と

せ歩、赤禍色と友り，又沃度と食臨による紫赤色の

呈色は淡食子酸の標準液に封しても判然とせや，

試験液との比較は困難で、あった。標準法食子酸液

と異なった呈色を示したのは炭隈ソ{ダによる呈

色のみで， とれはf主食子隈では称j色から椋色に礎

化するのに主.jL，試験液では線色にならす下組色の

呈色で、止まる。乙の主色の主異は共1{ーする不純物
の影響ーによるものではたいかとも考えられる。

以上の 15項目のえ性碓認式験の結果， 浪食

T主眼の確認反!@;の判然としない濃硫隈による旦

色，並びに沃度と食塩による!j!色の2項目及び異

なったJti色を示した茨隈ソ{ダによる主色の場合

を除いては，会てf主食子酸に封する反r.ifJ.¥と一致し

た結果が認められ，とれ守;から見て Aspergilllls属

A. 1030 の生成する盤化~~主主色物質は浸食子隈で

あるとしてほぼ差支えないものと考える。

要括

1. Aspergilllls属 170株，Penicillill!ll属84株，

その他の徴的株， 計 319株の徴を平板培養し

麹隈その他の臨U':餓呈色物質を生成する菌株の検

索を，行った。その結果，Aspergillus属の 20株の麹

限生成菌株と共に，臨化微によって黒褐色乃至青

味をと帯び、た黒次色を呈する物質を生成する Asper-

gillus屈の 1菌株， A.I030を認めた。

2. との惜を液体培養した際にはその培養液

ほ臨化微により?良県青色を呈L，且っとの黒青色

呈色は， 1教が始めのi夜中護育から滑らかな表商護
育に移ると同時に認められ，気fI;i糸の護生が盛ん
になると見られなくなるととから，との物質生成

と徴の殻育J状態とは時期的に極めて特i接且つ特異

的障制系を千fするととを認lめた。

3. との盟化批旦色物質の各種定性確認試験

から，との物質は従来桝から微生物によって生成

されたとの報告を全く見ない浪食子酸であるとと

をとほぼ確認した。
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Summary 

We have cultured 319 strains of mold (AsPergillus 170 strains， PenicilliulII 84 strains， and other molds 
65 strains) in petri dishes and selected strains which produced kojic acid and other FcC13-color r巴active

substances. The seIection was carried out by so call巴d“Paperstrip method". 
As a result of this experiment， it was recognized that 20 strains of Aspergilli showed the kojic acid-

color reaction， and was found that a strain of Aspergillus， A. 1030， produc巴da substance becoming the 
color reaction to black-brown or bluish dark gray with FeCl3・

When this mold was grown in liquid .media， its culture solution changes to deep black-blue color 
with FeCl~ ・ As a result of various qualitative experiments， it was mostly confirmed that this substanc巴

might be the gallic acid which has never been reported its production from sugar by molds. (cf. Table 2). 

乱1oreover，it was recognized that th巴 productionof this substanc巴 hasa close and special relation to 
the growth of the mold relatively. Nam巴ly，at first the mold indicates submerged growth， and. then 
the blackゐlu巴 colorreaction with FeCl3 appears in proportion to th巴 developmentof its smooth surface 

growth and following to vigorous growth of aerial hyphae this color reaction disappears. (cf. Table 1). 


