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 Effect of Sodium chloride on the Enzyme Actions of 

 Cell Suspension  of a Halophile,  Vibrio sp. No. 10

Tadataka  TANIGUTI

 A general survey has been made of the enzyme actions on a moderate halophile with considerable high 

salt requirements. The cell suspension of the test organism was able to oxidize glucose, citrate and 

succinate. The ability to oxidize glucose and lactate was most active in 4% NaC1 solution, while a ca-

pacity to use succinate and citrate was gradually decreased by increasing the concentration of  NaCl. This 
organism also shows to deaminate weakly the amino  acids (alanine, valine, aspartic acid and leucine), 

but the activities of amino acid  deamination varied in accordance with the change in the concentration 

of  NaCl in the reaction mixture and with the amino acid tested as substrate. Leucine was deaminated 

higher than the other amino acids and its optimum pH of deamination was about pH 8.5. Enzyme 

activities of the cell suspension on glucose or leucine were more stable in 6%  NaCl than in a low conc-

entration of it. Leucine deaminase was unstable and the activity against this amino acid decreased rapid-

ly in 1% NaCl.
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に各濃度の食塩になる如く蒸溜水或は食塩水を加え全量6mlとした．30。C790分間反応させた．

　実験結果：Table　lに表示した如く葡萄糖，乳酸塩を強く酸化し，然もその作用食塩濃度は最適4％

であった．且つ1％食塩濃度よりも8％食塩濃度に於てより強く脱水素する．然るにクエン酸及びコハク

酸は食塩濃度の少い程よく作用する．これらの結果から見て葡萄糖，乳酸が所謂耐塩酵素の作用によるも

のか，或は細胞における酵素分布即ち細胞構造に起因するかは無細胞標本によらねば決定されない．・又1

％食塩濃度に於てクエン酸及びコハク酸の酸化は認められたが焦性葡萄酸の酸化は認められなかった．

Table　1．　Dehydrogenase　activities　of　the　cell　suspension　of

　　　　　　’Vibrio　sp．　No．　10　on　the　various　substrates，

Substrate

Glucose

Glycerinel

Lactate

Citrate

Acetate

Succinate

1　（O．17）

　　NaCl％　（Mol）

4　（O．6）　8　（1．44） 12　（2．24）
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Activities　were　expressed　by　1000／Methylen　blue－redudtion　time　（min．）．

2，葡萄糖脱水素作用に対する他の無機塩類の影響

　先にVi6rio　sp。　No。10の発育に対しNa2SO4がNaClに大部分置換し得るととを確めたが更に葡萄

糖脱水素作用に対するNaC1，　K：Ci，’：Na　，・Sσ4及びMgso4の影響について実験1と同様の方法で試験し

た．

　Table　2に示した如くKCI及びNa　2SO4でもNTaC　1に全く代用し得るに反しMgSO4の場合は0，6M61

の添加で全くその作用が阻止される．即ち本四の葡萄糖脱水素作用は発育の場合に比較してKCtの影響は

比較的少いようである．

Table　2．　Effect　of　NaCi，　KCI，　Na2SO4　aad　MggO4　on　the　g．　lucose

　　　　　dehydrogenase　of　the　cell　suspension　of　Piibrio　sp．　1＝Nlo．10．

Salt　added

O，17　Mol　NaCl十NaCl

　ク　　　　〃　十：KCl

　1／　！／　十Na2So4

　ク　　　　ク　十MgSO4

　　Concentratioit　（）LU［ol）

O　O．6
1．2

160

160

160

160

286

275

241

　0

！54

200

200

　0

3．7ibrio　sp．　No．10のアミノ酸脱アミノ作用に対する食塩濃度の影響

　呼吸基質に続き肉類製品の変敗と最も密接な関係のあるプミノ酸に対する作用，特にアミノ酸を分解し

てアソモニヤを生成する作用について試験した．

　菌懸濁液の調製：実験1と同様に調製した．

　脱アミノ作用の測定：M／10燐酸緩衝液3．Oml，　M／25基質溶液0．75　inl，菌懸濁液1．0血1に食塩水或は

蒸溜水を所要食塩濃度になる如く添加し全量10tn1とした．30。Cで反応させた後15％スルプオサルチル酸

（5％H2SO4含有）2．5ml宛を添加，固定し（からアンモニや量：を測定した．
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　アンモニヤの定量は飽和棚酸緩衝液（pH工0・1）でアルカリ性となし10分間水蒸気蒸溜後，比色法によ

って測定した．・

　実験結果＝Vibri・属細菌の脱アミノ作用と食塩濃度との関係については，　Iyer等5）が」7ibrio

ch・lerαeのアスパラギン酸脱アミノ作用は食塩がない場合には著しく不活性化され食塩の存在する場合に

よく脱アミノすると報告し，細胞の透過性をその原因と考えている．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’Vibrio　sp．　No，10ではグリシン，アラニン，ヴア
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Fig．　1，　Effect　of　the　concentration　of　NaCt

　　　on　ammonia　liberat’ion　from　the　cetl

　　　suspension　of　Vibrio　sp．No．　10，

20・

01

窟
O
H
、
ト

⇔り

　　e
　　　7．0　7b5　s60　s．5　g．o
　　　　　　　　　　pH
Fig．　2．　Effect　of　pH　on　deamination　of

　　leucine　by　the　cell　suspension　of　」7ibrio

　　sp．　No．　10　（at　300　C，　2，5　hrs．）．

リン，ロイシン，グルタミン酸及びアスパラギン酸等

から脱アミノするが一般に強力ではない。本試験の場

合は基質無添加の場合にもアンモニヤが僅かに検出さ

れ，これは十分に休止細胞となっていないためか又は

Plasmoptysisの影響と考えられる。その関係を図示

するとFig，1の如くである。即ち低濃度食塩中では基

質無添加でもより多くのアンモニヤが認められる．

この原因として細胞内部からアンモニヤが漏洩した

か，内部または漏洩したアミノ酸類の脱アミノによっ

たかは明らかではない．

　アミノ酸脱アミノ作用と食塩濃度の影響については

アミノ酸の種類によって異る様で例えばアスパラギン

酸は3％NaClにて最もよく脱アミノするに比較し，

ヴアリソ，ロイシン及びグルタミン酸は6　一一　9％tlc至

適濃度をもつ．

　Pイシンについて梢々詳しく試験した結果について

述べると，6％NaCLを含有する場合にその至適pH

は8、5であってE．coZiにおける如くアルカリ側に於

て最もよく作用する（：Flg・2）．

　至適濃度（6％NaCl）で培養した場合の食塩濃度

の影響はFig・3の如くで6％NaC1で最もよく発生

し，12％NaCi中では殆どPイシンからアンモニヤを

生成しない。然るに12％NaClで培養した場合はFig・

4の如く12％NaClに於ても脱アミノを行う．発育濃

度以下の食塩中でより多く脱アミノ作用の行われるの

は恐らくFig。1の結果と併せ考え細胞膜の透過性が
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Fig．　4，　Effect　of　deamination　of　leucine　on

　　the　cell　sUspension　of　’Vibrio　sp．No．　10

　　cu／tured　on　the　12％　NaCI　broth　agar．
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乱れ，その影響によるものと推察される．即ち好塩性細菌の細胞は高濃度食塩よりも低濃度食塩に於て

Plasmopt’ysis等の影響を一層多くうけるようである。

4．静菌液の葡萄糖脱水素及びロイシン脱アミノ作用の安定性について

　PXibri・sp・No．10の呼吸及び脱アミノ作用についての基礎的試験を菌懸濁液で実施したが更に無細胞

標本に入るに先立ち菌懸濁液の安定性について試験して見た。

　菌懸濁液の調製＝実験工と同様の方法で斉食塩濃度の懸濁液を調製し70Cに貯蔵した．

　脱水素及び脱アミノ作用の測定：6％食塩濃度，30。Cで反応させ実験1及び3と同一の方法により測

定した。

　実験結果：菌懸濁液の葡萄糖脱水素作用の安定性はFig・5に示した如く6％食塩水中に於て4日

間は安定であったが，　1．5％食塩水中では4日後にその作用は最高を示しそれ以後は急激に低下した．こ

れは恐らく，Plasmoptysis等の影響によるものと思われる。
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Fig．　5．　Stability　of　glucose　dehydrogenase
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Fig．　6．　Stability　of　leucine　deaminase　activity

　　of　the　cell　suspension　of　Vibrio　sp．　No．

　　10　at　70C．　Per　cent　shows　the　concentration

　　of　sodium　chloride．

　ロイシン脱アミノ作用については：Fig．6に示した．即ち6％食塩水中では24時間貯蔵後も安定であっ

たが，12％食塩水では5時間後に明らかに作用が高まり，1％食塩水中では4時間後にその作用は全く認

められなかった．Egami等6）7）は大部分のhabPhilic　enzymeは蒸溜水により不可逆的に不活性化されるこ

とを報告しているが・本試験の場合はロイシン脱アミノ酵素自身が低濃度食塩に於て不安庫なものか

：Plasmoptysis等の影響により阻害物質が遊離したためかは明らかではないから無細胞標本について明らか

にすべきであると思う。

考 察

　一般に微生物は高濃度食塩：によって：Plasmo｝ysisをおこすが供試好塩：細菌の場合には高濃度食塩：の方：が

発育に好適の様であり，至適発育濃度以上の場合よりも低浸透圧にさらされた場合はその影響を多くうけ

るようである．

　Rob三nson等s）はMicrococcus　h”clodenitrificrtrasについて細胞内の食塩濃度は環境のそれよりも低く

nitritase及び乳酸脱水素酵素は至適発育食塩濃度には耐え得ない事を報告しているが，好塩性細菌に耐塩

性酵素が存在する事は既に明らかにされ：Baxter等9）は7‘6r‘o　costico／us，　Pseudomon・rs　sαlinαriα及

びEschθrichi・t　CO／iのグリセリン脱水素酵素におげる最大作用食塩濃度は夫々発育至適濃度の約半分で

あったとし，山田等LO）は同一細菌について耐塩性の葡萄糖脱水素酵素及び非耐塩性の蟻酸脱水素酵素の存

在を報告している．



Vibrio sp.No .10.Moderate Halophileの 静菌液 の酵素作用に対す る食塩濃度 の影響を見た.

1)葡 萄糖,乳 酸,ク エ ン酸及び コハ ク酸等を酸化 し,こ の内葡萄糖及び乳酸 の脱水素作用は4%NaCl

で最大であつたが,ク エ ン酸 及び コハ ク酸は低濃度食塩程そ の作用が強かつた.

2)ロ イシン,ヴ ア リン,ア ラニン及びアスパラギ ン酸等を脱 ア ミノ したがそ の作用は弱 くロイ シンは

比較的強かつた.6%NaClに おける ロイシ ン脱 ア ミノ作用 の至適pHは8.5附 近にあ り,又 そ の至適 食

塩濃度は培養食塩濃度に よ り影響 された.

3)静 菌液 のロイシ ン脱 ア ミノ及び葡萄糖脱水 素作用は低 濃度食塩 よ りも6%NaC1に 於 て安定であ り,

殊に ロイシ ン脱 ア ミノ作用は1%NaC1に 於て速 かにそ の作用が低下 した.


