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        満 田=ヴ ィ タ ミ ンCに 關 す る 研 究(第3i報)

      ヴイ タ ミ ンCに 關 す る 研 究(第3報)

        ア ス コ ル ビ ン 酸 ・酸 化 酵 素 に 就 い て(1)

                近 藤 研 究 室

          農 學 士  満  田  久  輝

              1.緒       言

 筆者は襲に各種の花及び葉の中のヴィタミンCを 定量 した際,其 の或花葉の うちには多量の

Cが 存在することを知つた・而 して之等の材料よ りCを 抽出軍離することを試みたが,其 の操

作 中にアスコルビン酸 ・酸化酵素が働いてアスコルビン酸を酸化 し更に分解することを知つた

のである.

 さて此の酵素に就いては既にH.Tauber c2), W. Stone(3),及びSrinivasan(4)(5)等の有意義なる

研究がある・同氏等は各種の植物質に於ける ヴィタミンC酸 化酵素の存在を認め,或 は其㊧軍

離iを試みられたのであるが,叉 別にE.Barron, De Meio&F. Klemperer及Pt 6)Stotz(7)等は

此の酵素の活動 に封 して銅等の如き金属の燭媒作用が必要であることを確めて居 られ る・

 筆者は主 として疏菜類か ら此の酵素の抽出を試み,強 力なる酵素を軍離 して其の特異作用 を

明かに し,更 に此の酵素の慮用によつて筆者が探用 して居るヴィタミンC定 量法が精確なる實

験値を與へ ることを澄明 し,な ほ文此の酵素とヴィタミンCと の耐熱性を利用すれば,疏 菓,果

實中のヴィタミンC保 存に封 して寄與 し得ることを知 り得力「が故に以下報告する次第である・

              豆.實 験 成 績

(A)ア スコル ビン酸 ・酸化酵素の調製

 南瓜,緑 色蕃淑,小 豆モヤシ及び雁來紅の うちにアスコルビン酸 ・酸化酵素が存在するや否

やを豫知する爲に,先 づその うちの還元型及び酸化型のヴィタミンCを 定量 して見た・定量す

るには先づ搾汁 して本研究の第1報 に記 載 して置いた通 りの方法に從つてCを 定量 したので

ある.其 の結果を示せば第1表 の通 りである.
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         ・第1表  2～3物 料中のヴィタミンC量 (mg%)

  品  名 。,。轡.C量 。乳 ㌘。畿 ヴ聡 も ぎ量 汁液・・H
                                   ト

南 瓜儲 難119:i2 :::; il::12嘱

  青 W 椒  5tl・66   0・49   54・17 1  5・90

  小 豆 モ ヤ シ  18。57   0.49   17.08   一

  雁 來 紅 215.13 64.35 150.78  一

 以 上 の結 果 に よつ て特 異 に思 ふ こと は,外 の材 料 の場 合 と著 し く違 つ て南 瓜 の 汁 液 のpH便

が7・58を 示 して アル カ リ性 を呈 す る こ とで あ る・叉 供 試 材 料 の何 れ に 於 て も還 元 型 ヴ ィ タ ミ

ンC量 に比 べ て酸 化型 ヴィ タ ミンCを 多 量 に 含有 して居 る・此 の事 實 か ら推 量 すれ ば,之 等 の

試 料 中 に は ア ズ コル ビ ン酸 ・酸 化 酵 素 が 存 在 す る事 は想 像 に 難 くな い ・ 此 の こ と を實誰 す る 爲

に 市 販 ア ス コル ビ ン酸 液10c・c.(2・87mgの ア ス コル ビン酸 を含 む)に 南 瓜 汁 液10c.c.(0.135卑9

の 還 元 型 ヴ ィ タ ミンCを 含 む)を 作 用 せ しめ て第2表 に示 す が 如 き實 験 結 果 を得 た の で あ る ・

       第2表  南 瓜 の 汁液 内 に ア ス コル ビン酸 ・酸 化 酵 素 の 存 在

                    混液1 c.c.中 の還元型       供試 液調製後20分

   供 試 液   ヴィタミンC(mg)一 一 職 魑 岬 汝Ψ                
供試液・調難 後1供 試灘 鰍 ・・分 ・C量(m・)

  市簸。。五 。。叢液18::::  ・・15・2  …488  Q・1・14

  綴 。。且 。。叢液{8::::  ・・1435  ・・119・  …24・

 第2表 によつて推知 じ得 られる通 り南瓜の汁液中には相當量のアスコル ビン酸 ・酸化酵素が

存在することを知 り得 るのである・之 と同檬に蕃椒,小 豆モヤシ及び雁來紅の うちにも,此 の

酸化酵素が存在することを推知 し得 るのである.そ こでH.Tauber(2}の 方法によつて次に圓

示するが如 くに南瓜汁から此の酸化酵素の抽出を試みて見た・

                    (76)
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第一一圏 南瓜汁からアスコルビン酸一酸化酵素の抽出

     南 瓜 (皮部)

                         以上 と同様な方法をPaprika或 はHubbard        一切臨,肉 挽

      播磨物1 kg          Squashに 慮用して酸化酵素の調製を試みた

        謬 羅 翻 謙 聖H。,) 力犠 品の力は何れも鰯 であつた・斯くの

      導画分離            如きは調製中に酒精の使用によつて,ア スコ

      分離液(2600c.c.)        ルビン酸 ・酸化酵素の活力が失はれた結果で

        一等量のアセトン添加     あると思へる.此 の ことはM.Srinivasan(4)も

      沈『物㈱ 色)  認めた所である・依つて筆者はM・・・・・・・…an
      遠心分離           及びJohnson, Z量lva(9)等の方法に倣つて硫

        一アゼトγにて洗蘇                        安を用ゐて酸化酵素を調製する方法を試みて

     400c.c,蒸溜水に溶解
                        見た・其の要領を圖示すれば第二圖の通 りで        一等量のアセトン添加

      沈降物(白 色)           ある・

     400 c.c.の蒸溜水に溶解

        1一鰻の… 鋤
     沈 ・ 澱

 、・      一 遠心分離,低 温 乾燥

    丞 色魅_(努 鶴 素の)

            第二圖  アスコルビン酸 酸化酵素の調製

               Hubbard Sguash(冬 瓜)

                     1一切勲 擁 搾
                   墜 搾 汁 約 砿

                      800'c.c.に1mol Ba(cH,,cQ2)216c.c.添 加

   200c.c。                       遠`ひ分離

                     }   1
                   分 離 液   沈降物(酸 化酵素 の力 な し)
                     1

             1       1       i        l  
一硫安 飽和液   200c .c.  200c.c.(pH5.7と なす)  200c.c.  200 c.c.(pH5.7と なす)

   200c・c'th加 ド鍛 糊 ・ 睡 安雫飽和1一 硫安飽和 1一讐 赫
 沈澱        沈 澱      沈 澱      沈 澱      沈 澱

  一齢 分離 一 一勲 頒 ト遠紛 離 一遠紛 離.ト 齢 分離
 沈 降物       沈降物      沈降物      沈 降物      沈降物
  (A)         (B)        (C)       (D)        (E)

 以 上の 沈 降 物A,B, C, D, E,をM/15 KH2 PO↓50 c.c.に 溶 解 し,そ の10c.c.宛 を採 りて
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市販アスコルビン酸水溶液(58mg%)10 c.c・に作用せ しめ4時 閤後に於て残存せる還元型ア

スコルビン酸 を定量して見た所,第3表 に示すが如 き結果 を得た.

        第3表 調製 したアスコルビン酸 ・酸化酵素の活力試験

              供  試  液'  0.001N2.6 Dichlor一

欝猫 灘 輪1旛 繍 騨 篠翼羨
    A             10             10            40

     B             10             10            40

     C             10            10            40

    D             10             10            40

     E             10             10            40

   封 照 護降物を触 鷺KH2PO`  ・・   …4

 」比の結果によれば第二圖に詮示した通 り,硫 安によつて沈降したA,B,C, D,及 びアセ トン

によつて沈降したEは 何れ も相當に強力なるアスコルビン酸・酸化酵素の活力を有することが

明かである・

 是に於て筆者は南瓜,緑 色蕃微,小 豆モヤシ及び雁來紅からも酸化酵素の抽出を試みたが,

何れの材料か らも強力なるアスコルビン酸 ・酸化酵素を調製することが出來たのである 但 し

此の場合には主 としてS血ivasan法 に徹つて汁液に硫安を約5%に 相當するだけ加へた時の沈

降物 を除去 し,然 る後更に硫安を加へて約35%に 達せしめた¢∫である・其の時の沈澱を集め,

透析後遠心分離 して沈降物 を酸化酵素として採集 したのである.此 の 沈 降 物 の適量 をM/15

K耳 ・・PO415c・c.に 溶解 し,37。Cに 於て4時 闘市販アスコル ビン酸液15c・c・(1c・c・中に0・8497

mgの アスコルビン酸を含む)に 作用せしめた所,ア スコルビン酸 は完全に酸化型 に攣化 した

ことを實験 した・然る後 この反慮液に硫化水素を約30分 問通 じて酸化型 を還元型 とな し,炭 酸

瓦斯を通 じた る後濾過 し,還 元型のCを 定量 した結果 によれば,最 初に用ゐた供試液申のCが

完全に再現 して居 ることを確め得た 巨ロちアスコルビン酸 ・酸化酵素によるCの 酸化作用は反

慮の一定時間内では可逆性であることは明かである・

(B)ア スコル ビン酸 ・酸化酵素の特異性

 上記の實験によつて明かな通 りに筆者が調製した酵素は1一アスコルビン酸を酸化する・然る

に自然物料中には1一システイン,グ ルタチオン,タ ンニン等の如 きが存在することが稀ではな

い・之等の還元物質に封 してもアスコルビン酸 ・酸化酵素が酸化力を及ぼし得るや否やを検 し

て見たのである・

                   (78)
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 帥ち ムシスティンを含むアスコルビン酸液と ムシスティンを含 まざるアスコル ビン酸液 とに

劃するアスコル ビン酸・酸化酵素の作用結果を検 して見たのである・第4表 はその結果である・

       第4表  アスコルビン酸・酸化酵素の特異性を示す實験

              (37。Cにて20分間反慮せしめた場合)

            反  磨  液  の  組  成    反鷹液1c・c・が

撫號 鰻 繋 錨 諜 謙鑑醗 撫 艦 灘 欝 、
       む 液 (C.C.)    (C.C.),    (C.C.)     (C.C.)     (C.C.)

   ll l  :  lll  l  l:6i
   、 1 5 '・ 1 ・  4・  1.43

   119 訓 、& ・l l:19
   ・i ・  ・5 1・ …    一…t

       葵印は南瓜より調製した酵素液

      ホ・印は雁來紅より調製した酵素液

 第4表 の結果によれば,ア スコルビン酸 ・酸化酵素は1一アスコルビン酸をばよく酸化するが

レシステイン をぱ酸化しないことは 明かである・此の酸化酵素が グルタチオン等に封 しても

t'一システインに封すると同様であるや否やは更に實験を要することである・けれども此の酸化

酵素が1一アスコルビン酸に封 して特異的に作用することは上記の實験によつて推知することが

出來 ると思ふ・

(C)ア スコルビン酸・酸化酵素の磨用

   (1) ヴィタミンC定 量法に封する吟味

 (a)還 元型ヴィタミンCを 定量する場合:一本研究の第1報 に記載 して置 》・た通・筆者は自

然物料特に植物質のうちにある還元型ヴィタミンCを 定量する場合には,先 づ汁液を探集 し其

のAc.c.に0.5N硫 酸 と5%メ タ燐酸曹達液との等量混合液Ac.c:と 少量の酸性白土(汁 液が

着色して居る場合)と を加へて室温にて10分 間放置後,吸 引濾過 して濾液について0.001N

2:6.-Dichlorphenolindophenol液 を用ゐて還元力を滴定 して還元型 ヴィタミンCを 定量するの

で ある・夫故に若 し此の濾液中に滴定用の色素を還元する物質が存在すれば,此 の物質 も亦ヴ

ィタミンCと して定量せられることとなつて,實 験誤差の原因となるわけである・之 を吟味す

るには前項 に於て示 した實験によつて明な通,ア スコルビン酸 ・酸化酵素は還元型ヴィタミンC

のみを酸化するが故に滴定用の濾液に此の酵素を充分に作用せ しめたる後(pH 5.3,37。C 20分

間)再 び色素液にて還元力を検査する時,な ほ還元力陽性な らば此の濾液中にはヴィタミンC

                    (79)
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以外の還元性物質が存在するわけであつて定量結果は供試物中の還元性 ヴィタミンCの 眞の量

を示さないことになるわけである。

 然 るに筆者 は蜜柑の汁液を供試液となし,之 に上記の如 き塵理 を行つた濾液からa・c.c・をと

つて還元型 ヴィタミンCを 滴定 し,更 に此の濾液a・c・c・に酸化酵素を作用せしめたる後還元力

を色素液にて槍査 した所,還 元力が絶無であつた ことを實験 したのである・此の結果によれ ば

蜜柑汁に謝 しては筆者が探用した定量法によつて還元型ヴィタミンCを 精確に定量 し得 ること

は確である・唯々密柑汁のみな らす一般の植物質に封 しても同様な ことが實験 し得 られること

と思ふ・

 (b)総 ヴィタミンCを 定量する場合:一筆者(9)が総ヴィタミンCを 定量 する場合にはEmmerie

法を藤田氏に從つて改艮 した方法を用ゐたのである.其 の場合酷酸水銀,酷 酸鉛等を用ゐて蛋

白その他の來雑物 を除去 した る濾液を硫化水素にて還元したる後Indophenol液 にて還元力を

滴定 して総ヴィタミンC量 を定めるのである・而して多 くの植物質を供試料 とする場合には此

の濾液中にあつてIndopheno1を 還元する物質は全 くヴィタミンCに 限られて居 るもののや う

である・筆者は甘藍について實験を進め此の濾液に封 して酸化酵素 を充分に作用せしめた所,

濾液中の還元物質(lndophenolに 封 し)は 全 く酸化せ られた ことを確めて居 る・

 故に筆者が探用 して居 る方法を植物質に適用すれば酷酸水銀及び酷酸鉛等によつてヴィ タミ

ンC以 外の還元物質(Indophenolに 封 し)は 全 く除去 され ると認めてよいのである 然れ ど

も若 し酷酸水銀等を用ゐなければ最後の濾液中にヴィタミンC以 外の還元性物質が存在するの

である・既のことを例誰する爲に甘藍につV・て次の如き實験 を行つたのである・EPち 適量の

1一システイン を加へたる甘藍汗の一定量に所定の虞理 を施 したる供試液の牛量について総ヴィ

タミンCを 定量 した値 を"A"と し,叉 他の牛量に封 しては酸化酵素を作用せしめたる後 ヴイ

.タミンCを 定量 した値 を"B"と した・但 し此の"A","B"の うちにはシスティンの定量値 をヴ

ィタミンC量 に換算 した ものも含 まれて居るわけである・之 と同様に上記の甘藍汁を前同量に

とり,酷 酸水銀,酷 酸鉛等を加へることな くして供試液を調製 し,(硫化水素にて還元すること

は行つた)そ の孚量 中の総ヴィタミンCを 定量 して"A'"と なし,他 の孚量に鉗 しては酸化酵

素を作用せ しめた後ヴィタ ミンC量 を定量 して"B'"と な した・其の藪値を示せぼ次の通であ

つてAくA',BくB'で あることは酷酸水銀,酷 酸鉛等の虞理によつてヴィ タミンC以 外の還元

物質が除去せられることを示すわけである.

       A56.70〕mg%

       B       6.83 〃

                    (80)
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       A,    74.67 1!

       B・       23.56  1■

 以上の うちBは 殆 どすべてシステインの還元力より算出 された ものである.故 にA-B=C

叉はA'-B'=C'と して計算した時C叉 はC'が 総ヴィタミンCの 眞の量になるわけである・

その計算値が吹に示す如 くにC≒C'に なつた ことは上記の如 き筆者の推論に誤なきことを誰

するのである・

   56.70mg%(A)-6.83 mg%(B)=49.87 mg%(C)

   74.67 mg %(A・)-23。56 mg % llB・)=51.11mg%(Cノ)

 而 して一般の植物質中の総ヴ・イタミ契Cを 定量 する場合に筆者が探用した方法を適用すれば

B≒Qと なるのが恒例である・故に供試料が植物質で あれば筆者等が採用した方法によつて総

ヴィタミンCを 誤 り少 く定量 し得 ると思ふ・            .

   (2)ヴ ィタミンCの 保存に樹するアスコルビン酸・酸化酵素の慮用

 果實叉は疏菜類中のヴィタミンCは 探集後の日数の経過と共に次第に減少する事は屡々報告

せ られた事實である・筆者 も亦柿及び蜜柑(温 州)について此の ことを追誰 して見た・郎ち同一

果樹上にて成熟 した柿果及び蜜柑を夫々30個宛探集 し,之 を室温に放置 しながら,そ の うちの

数個を選び,逐 日搾汁 して還元型のヴィタミンCを 定量 して見たのである・その結果 を示せば

第5表 及び第三圖の通である・

 云ふ迄 もな く以上の實験結果によつては嚴密なことは断言 し得ないが,摘 果後日数の経過に

つれ て還元型Cが 減少することは確な事實である・斯 くの如 きは主として還元型ヴィタミンC

がアスコル ビン酸 ・酸化酵素によつて酸化型にな り,更 に不可逆性酸化分解 を受ける結果であ

ると考へ られる・

        第5表  摘果後の 日藪の経過とヴィタミンCの 減少

     、昭辮1年11脚k果,＼  ・(昭,搬11月29鵡 稟,

  摘果後の畷 饗購 綴 疑 摘果後の磁 器勲繍 ぽ局c
                               

    葦     lll     l  }  }暑i2
    6                   498                   3                  166
    8                   446                   4                  162
    11             446             5      1       166
    15                294                6       }        166
    20             294             10'           173
                         20            i44
                         30     1      124

                    (81)
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     i    I            l    '
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                       一、  ρ

           第 三 圖  日数の経過 とヴィタミンCの 減少
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          一→ 摘果後の日敷(日)

 そこで若し此の酸化分解作用 を豫防 し得れば果實叉は野菓等のヴィタミンCを 保存 し得 られ

や うと思へる.而 して此の酸化分解に参與するものはアスコル ビン酸 ・酸化酵素が主なるもの

と考へられるが故に其の作用を破滅せしめることが出來ればヴィタミンC保 存の目的を達成 し

得るわけである

                     (82)



         満 田 :ヴ ィ タ ミ ンCに 關 す る研 究 (第3報)

 一般に酸化酵素は熱 に鉗 しては極めて不安定であるが故に,先 づ加熱によつてアスコルビン

酸 ・酸化酵素の活力の消滅 を期 して見た・然 し此の加熱に封するヴィタミンCの 安定性を豫知

すべきであるが故に次の如 き實験を行つて見た・巨防 市販アスコル ビン酸液及びレモン汁を選

び,90。cの 熱水中に浸漬 して逐次ヴィタミンCを 定量 して見た.そ の結果 は第6表 の通 りで

ある.

           第6表  ヴィタミンCの 熱に封する抵抗性

 90。c熱水中の   レモン汁中の還元            水溶液中の市販 
加 温 時 間 型ヴィタミンC  保 存 率. アスコルビン酸  保 存 率   

(分)      (mg%)              (mgジ の

    1-ilii際1ワ iii
    15 1 46・48   90  一   一
    20     1        46。48        1      90              〃               100
                                 

一 ・30 i- 46・48_一 一一 一90-」 一 一⊥ _.,(,一 一一100

 第6表 に よつ て 明 な 通,還 元 型 ヴ ィ タ ミンCは 水 溶 液 叉 は レモ ン汁 に あ りて90。cの 熱 水 中 に

て約30分 聞 加 熱 せ られ て も損 減 歩 合 は極 め て僅 で あ る.叉 別 に 蜜 柑 汁 を採 り,其 の 一 牟 を6分

間 直 火 に て 加 熱 して液 中の 温 度 を100。cに 達 せ しめ て1分 間 保 ちた る後 直 に冷 却 した る もの及

び 加 熱 せ ざ る他 の 一 牛 の 爾 者 につ き ヴ ィ タ ミンCを 定 量 して 見 た結 果 は 第7表 の 如 くで あ つ て

ヴ ィ タ ミシCは 可 な りな耐 熱 性 の もので あ る こ とが 明 瞭 に な つ た.

           第7表  蜜 柑 汁 の ヴ ィ タ ミ ンCと 耐 熱 性

     加熱 せ ざる蜜柑汁(mg%)           加熱 したる蜜柑 汁(mg%)

  総 ヴィ タ ミンC 還 元 型  酸 化 型  総 ヴィタ ミンC 遽 元 型  酸 化 砲

     41.91       32.53        9.38           4Ll6         32。00         9.16

 然れば上記の程度の加熱によつてアスコルビン酸 ・酸化酵素の活力を消減 することが出來れ

ば野茱類中のCを 安全に保存 し得る方法 も自ら獲案 し得 られ るわけである・此の ことを明示す

る爲に甘藍にっいて次の如 き實験を行つてみた.即 ち甘藍汗(ヴ ィ タミンC及 び酸化酵素を多

量に含む)を 採 り,一 牛についてば,そ のまX室 温に放置 し,逐 時ヴィタミンCを 定量 し,他

の・一.・EPについては直火 にて5分 闇加熱 し100。cに 熱 したる後,1分 聞放置後直に氷冷 したる後

室温に放置 し逐時ヴィタミンCを 定量 して見た・その結果は第8表 並に第四圖の通である・

                    (83)
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         第8表  甘 藍 汁 の 還 元 型 ア ス コル ビ ン酸 の時 聞 的 減 量

        経過時間      加熱ぜ ざる汁液      加熱 したる汁 液         
(時)         (mg%)         (mg%)

          0                   32.53                    33・08

          1    ・          20.12                33.08

          1.5                 15.25                   33.08

          2                 14.25                  33.08

          3            12.68             32.53

          42.5431。48

          51。9131.48

       、第 四 圖  甘藍汁の還元型 ア界コルビン酸の時間的減量
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 第8表 並に第四圖によれば,加 熱せざる汁液にあ りては逐時還元型ヴィタミンCが 急速度に

減 少するが,一 旦急熱放冷したる汁液にありては還元型ヴィタミンCは 殆ど安定である.

 斯 くの如 きは前者にあ りては酸化酵素の働 きによつてヴィタ ミンCが 酸化 して途には不可逆

的に分解することを示 し,後 者にあ りては急熱によつてヴィタ ミンCは 何等損傷を受けないの

みならす酸化酵素が死滅する結果 としてヴィタミンρが安定に保存せ られ ることを詮明して居

るのである・此の結果に徴しても野菓類の乾燥叉は貯藏(罐 叉は瓶詰など)に 際 しては急熱操

作 を施すことがヴィタミンC保 存上極めて重要にして又有意義なることを力読 したV・と思ふ.

                   (84)



        満 田:ヴ ィ タ ミ ンCに 關 す る 研 究(第3報)

                皿 要     約

(1) ア ス コル ビ ン酸 ・酸 化 酵 素 の 調 製 法 を吟 味 し,南 瓜,冬 瓜,緑 色 蕃 椒,小 豆 モヤ シ,及

 び 雁 來 紅 の 汁 液 に 硫 安 毒加 へ る こ とに よっ て強 力な る酸 化 酵 素 を調 製 し得 た ・

(2)此 の 酸 化 酵 素 は主 と して還 元型 ヴ ・イタ ミンCを 酸 化 す るが,そ れ に 随 絆 し得 べ き1一シ ス

 テ イ ンの如 き還 元性 物 質 を酸 化 しなV・所 の 特 異 性 を有 す る こと を誰 明 した ・

(3)此 の 酸 化 酵 素 の 特 異 性 を利 用 して筆 者 が 探 用 して居 る還 元 型 ヴ ィ タ ミンC並 に総 ヴ ィ タ

 ミンCの 定 量 法 を 吟 味 した ・ そ の結 果 と しそ此 の 爾 定量 法 を植 物 質 に適 用 す る場 合 に は ヴ ィ

 タ ミンCを 精 確 に定 量 し得 る こ と を誰 明 した.

(4)此 の酸 化 酵 素 は耐 熱 的 に不 安 定 で あ るが,ヴ ィ タ ミンCは 之 に 反 し て耐 熱 的 に 安定 で あ

 る こ と を明 に した ・ 夫 故 に疏 茶 叉 は果 實 の 乾 燥 或 は貯 藏 に 當 りて は 先づ 短 時 間急 熱 し て酸 化

 酵 素 の 活 力 を破 滅 せ しめた 後,加 工 すれ ば ヴ ィ タ ミンCは 安 定 に保 存 せ られ 得 る こ とを實 験

 的 に 示 した.
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