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　Abstract:Activity of the immobilized a-amylase prepared under high pressure conditions

has been evaluated. a-Amylase was immobilized to silica gel and aminopropylsilica gel at

5000kg/�for 20 hours.　The evaluation of the amylase activity was performed by the

iodometric method using soluble starch as the substrate. Some of the ﾄconditional factors

for the iodometric method were examined to obtain the optimum absorbance by ourselves

so that the linear responce range in the 19ｗ concentration ｏ仁starch was obserbed at 0.1

～1.0mg/�.The activity of the immobilized silica-amylase was relatively 16ｗ and lOOmg of

it corresponded to 0.5μｇof native amylase. ０ｎ the other hand, the activity of the immo-

bilized aminopropylsilica-amylase was relatively h址h and lOOmg of it corresponded to 100

μg of native amylase. These results preliminaryly showed the high pressure me柿od has the

possibilityイor the preparation method of immobilized enzymesト　　　ト
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　　　緒　　言　　　　　　　　　　　　　　＼

　酵素は，ある特定の基質にのみ触媒作用を示す反応特異性を持っておりよ温和な条件で反応し得

ることから，物質変換機能として利用する合成化学の分野において，或いは特定分子の認識機能を

利用する分析化学の分野において広く利用されてきた．酵素を用いる反応では，乙般に試料に酵素

を添加し，反応後基質又は生成物を精製又は定量するために,酵素溶液と七て大量に使い，また再

利用できないという欠点があったレそうした中で，酵素をある種の担体（支持体又は基材）に固定

化す右技術が開発され，今日では固定化酵素として既に上市されるに至っている皿＼



78 高知大学学術研究報告　第鶴巻…………(:1996年)自丿然丿科学=………=…………

:沫盲ては酵素=自身の安定性が増大

ﾉでい:ﾉる……….十更にﾚ.･固定化酵素を膜や

丿可能仁:し得る征七＼も聯長めダつで

択√ﾄ基材ぐ)選択√及び固定化の方

々述=べられて卜るよﾄ引こレ大きく

☆律な方法はな＼ぐ√基本的には酵

素活性の高い反応を種々選択している=のjが現状で画:ﾚる二万j=………y:=………∧ﾄ………ﾉ………＼………J…………………

　ところで今日，圧力による北学反応促進効果が注目⑤れで壮年ｿﾞﾉ特ﾅにくﾚ=(超)jj高圧条件下に於てぱ，

これまでの手法では困難とされて＼きた極めてユニ≒ク=な有機化学反応を実現して洛ﾚた皿十端的に言

えば，高圧をかけることによって，反応速度が大幅=に増す仁ﾉ擲を利用･j.し･･Tぐり･.=).･. ･るj=,.･=.:j.･ｲ.ﾋ=学.I結合の生成で

あれ，物理的吸着であれ,○遷移状態での体積が反応試剤:のそれ万よ

乙　い･･･ ・・．・・ｋ　　･，．・　．４　ｓ　・　－　　･-　　　．　・．　･････‥‥･ ･･･．･．負の値をと/ることになり√圧力をかければかけるほ=ど

　著者等はこれまで，高圧条件下において調製した化

シリカ基材jをトタンパクで修飾した充填剤を調製し√ﾚそ

|用･1し･･ず4,･.=).･.･るj｡.･=.:j.･ｲ.ﾋ=学.I結合の生成で

ｿﾞもﾚ小帳く………jなｹﾞれば,=………?舌･|生化体積,は

1すこ七＼にな]志士＼……J‥‥‥=

粧)分離化学=的研究頃ふ環どして，

tについて液体クヤヤトグラフ的

に評価検討をしてきたレその結果，４0O０㎏ノ�程僕め圧力下ノでj調製ノしノだアずノプ吽ビルシリカ－

BSＡ（牛血清アルプミン）は,レこれまで知/られてきノた≠ナンノヂオ選択性にづいて=ぱそれを有ずるこ

とが確萍され，光学分割用充填剤として十分機能し丹るレことレを用]斤か仁七てレきたヤ☆即仏レ高圧条

件下での基材への物理吸着によつて，変性をまぬがれなゾであ岸ケタツバグが,……依然と土て光学認

識部位を保持七でいた:こと凪高圧下にお什る夕ンノパケの構遣化学的。なケ見地か私仁∧非常に典昧の

うし知見をもとに，吸着量や吸着力が増加するととぱ ﾚと:考えjら,れる.･……場･合によっては，

基材の官能基と酵素分子との共有結合（例えば酸アすﾚﾄﾞ結合等ｙjが生成こじ得=るこども考えJられる.コ

この際，高圧反応によってもたらされる正の効果とｹﾚ寸土酵素活性の増幅し或い録ﾚ新たな酵素活性

の出現等が考えられる．　　＼　　　　　　　　　…………万ト………万<………ﾚこ◇………ﾚ＼.:ﾚ十二……ト　1し……　：　ダ

ここではi高圧条件下におjける酵素固定化の初めて:の試みとﾉし１

●●ゝ　４　　．一一-一一-　．-　　　　-　　・･． －　･=･･=　　・=･･･　・
基材としてシリカ及びアミノプロピルシリカを選

その評価検討を行なったレａ一丿ミラ二ゼについて

結合を解裂してα型グTルコースやオリ∧ゴ糖を生成ヽ

ル発酵やデンプン糖化工業において今なお重要な

ンプン（天然のデンプン粒）を直接糖化するごと;

ゼ」が利用されており⑤その性質や構造,し及び活

けられ,∇活発な研究が行われている几本研究では,へ枯草菌由来9

デンプンを用いた．　　十　　　　十万　　　　＼1………=.‥ト……………j……=

副丿==ミラ÷ゼを選び，

ミサ÷ゼの調製レ及び

な……くj｡,万.･.･デクプ=ン分子中のa-1,4

グ半コアミ万レラjツゼノと共にアルコニ

悟ソ通常のアミノラ←ゼでは生デ

甘でぱ千生デンプン分解アミラユ

糖=質工学としで位置付

４サアノミラサガ,＼及び可溶性

／ノ／'£月jV･/こ.　　　　　　　　　　　　　　　　　　…………………………………………………:.･.

なおα－アミラーゼ活性の測定にはレヨードーデクプン反応/を用ド：ガ＼……
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　　し　　　実験方法　　　　　　　　　ダ

１．測定機器及び薬品　　　＼　　　　し　　　　　　　　　　　　　　　：　　　　＼

　吸光度の測定には，紫外可視分光光度計（島津製作所製ＵＶ-160）を用い，高圧反応はレ高圧反

応装置（光高圧社製）を用いてﾉ,テフロン製の反応容器に灯油を圧力媒体として行づたレシリレカゲ

ルは, Kieselgel70～230 mesh (メルタ製）及び球状シリカ（粒子径5Iμｍ；細孔120Å√信和化工

製）を用い，アミノプロピルシリカは，同じく球状（粒子径５μ叫信和化工製）しを用いた．むア

ミラーゼは，枯草菌製（和光純薬製）を用い，デンプンは可溶性デjンプン（和光純薬製）を用いた．

その他の試薬は，市販特級品を用いた．　　　　　　　　　　　＼

２．固定化アミラーゼの調製　ｊ　　　　　　　　　　　　‥　　　　　　　　　……

シリカゲル，アミノプロピルシリカ，及びα－アミラーゼを秤量し，高圧反応用テフロン容器に入

れた後,水またはリン酸緩衝液と共に十分にけん濁するレ密封した後高圧反応装置内で5000kg/�

で20時間の反応を行う.:反応後内容物を遠心分離して上清を廃棄し，水を加えて２回程遠心洗浄し

て得た残湾を回収して吸引ろ過するト再度水で洗浄した後乾燥七=,評価に用いるー

３ｊ測定方法　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　‥　　　　＼

　基質となるデンプンは，精製水に溶解した水溶液とし七用いた．α－アミラーゼは，適宜リン酸緩

衝液に溶解した水溶液として用いた／α－アミラーゼの活性測定法である，デンプンを基質とする

ヨードーデンプン反応は，その再現性の不安定さのために今日では余り使われていない方法であり，

最近ではアミラーゼ活性測定のための人口基質が種々開発されている7)トレかしながら，反応に関

与するパラメータを正確にコンドロールしていけば，再現性は良く，本研究で行う活性判定には十

分適用できるこどがわかった．　　　　　　　　　　　　　犬　　　　　　　－

　用いたデンプンの濃度は1.0 mg/�，アミラーゼの濃度は10μg/�とした．デンプン溶液をサンプ

ル管に入れ，アミラーゼ溶液，又は固定化アミラーゼを加えてから37～40 °Cで一定時間反応させた

後，ヨード溶液を滴下する．分光光度計により反応溶液の吸光度を測定七，デンプンの加水分解の

割合を算出する．その際，ヨードーデンプン反応における最適化を図るためめ諸条件を検討したﾋ

これらの検討結果より，固定化されたﾌﾟyミラーゼの量を算出した．　　　　　　　　　　　　ユ

　なおここで用いたヨード溶液とは，ヨウ素10 mgとヨウ化カリウム30 mgを水３�から謂製七たも

のである．　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　△　　　　　　ダ　　　　ニ

結果及び考察

１／ヨードーデンプン反応におけるヨード量の影響とデンプンの定量性

　本実験の基本となるヨードーデンプン反応の典型的な吸光度変化をＦ砿１に示したバＡ)は，ヨー

ドーデンプン反応に基づく紫外及び可視部の吸収スペクトルであり, 550 nm付近に極大吸収をも

つ.(Ｂ)は，デンプンが存在しない，即ち加水分解された時の吸収スペクトルである．

　ヨードーデｙプン反応におけるヨード量の影響とデンプンの定量性を観察するために，まずデン

プン量を一定に保った時のヨード量の変化を調べた．その結果，添加したヨードの量とぞの時の吸

光度の関係はFig. 2で示すように，ヨード量の増加に伴って吸光度が直線的に増加する関係になっ

ていることがわかった．従っ七ヨードーデンプン反応時には，ヨード量として100μ添加すること

にしたト　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　犬
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ンプｙの量的変化を調べた

ところ, Fig. 3･のような結

果になりレデンプンの濃度

として0.1mg/�～LOmg/�

の濃度範囲で吸光度変化に

直線性が得られた／

２．アミラ＝ゼの活性測定

　における至適pyＨの決定

　アミラーゼ活性における

至適pHを調べる甘的で，

pH 4.5, 6.5,及び8.5めリ

ン酸緩衝液を用いて,犬40分

経過後のﾌﾟﾘ／プンの加水分

解率を分光光度計で観察し

た．その結果Fig. 4のよう

にな呪③つのpnと有極

端に大きな違いぱ見られな

かっ･たが, pH6.5が他の２

つより明ﾉらかに活性が高く，

反応の再現性や色調め変化

の安定性が高いことからレ

至適t)ＨをpH6.5とした．
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３．アミラーゼの活性評価

　デンプンの濃度を1.0

mg/�，アミラーゼの濃度

を0.01 mg/�として，アミ

ラーゼの量を10μ乙50μ仁

100μ乙250戸（重量換算

:0.1μg, 0.5μg，土Oμg｡･

2.5μg）と変化させた時の

加水分解の変化を分光光度

肝で観察した.＼吸光度の変

化をFig. 5に示した．その

結果，アミラーゼ250μぐ

(2.5μg）でデンプン1.0 mg

を100％加水分解すること

がわかったj　　j
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Fig. 4　The effect of pH of phosphate buffer on the activity

　　　　　of a-amylase.　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　づ

４．シリカゲルにアミラーゼを固定化した時

　の活性評価

　シリカゲルとしては，市販の粒子径の異な

る二種類（シリカゲルＡ（70～230 mesh),シ

リカゲルＢ（５μｍ））を選んだが，アミラー

ゼの吸着量としては，シリカゲルＢの方が高

いと判断できたことから，以下シリカゲルＢ

を用いた時の実験結果を取り上げた．シリカ

ゲルB0.5g及びα－アミラーゼ0.5 gを用い

て固定化シリカゲルーアミラーゼを調製した．

　この際，デンプン1mgを用いて固定化シリ

カゲルーアミラーゼと反応させ，ヨードーデ

ンプン反応により生ずる吸光度を測定するこ

とで相対活性を算出したレエ

　４－ｉ）シリカゲルのブランク試験

０ 　　１　　　：　　　２

Amounts of Amilase （μｇ）

Fig√5∧The amounts of　a -amylase for

　　　　hydrolysis of starch.　　･･　　十

３

　初めにヨードーデンプン反応へのシリカゲルの影響を対照実験と＼して行ったところ，シリカゲル

によるデンプンの加水分解はまったく観察されなかった．　　　　　　　　　　　犬

　４ －２）シリカゲルーアミラーゼによる反応の時間変化

　固定化したシリカゲルーアミラーゼ100 mgを用いて，活性の時間変化を反応時間10分から40分の

間で調べた．その結果はFig. 6に示した.10分,20分では相対活性は同じTごあったが，40分では活

性は84％まで上がっていた．このことより加水分解は反応させてすぐにある程度進むが，ある一定

の時間を経過しないと士分な活性を示さないと考えられ√この挙動はアミラーゼ本体を用いた反応

に類似していると考えられる．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し

この結果よりシリカゲルーアミラーゼ100 mgは，アミラブゼ単体として0,5μｇに相当すると考え

られる．　　　　　　　　　：

　４－３）シリカゲル＝アミラーゼ活性口繰り返し再現性　　　　　　　　　　　＼　　　　　‥
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　本固定化デミラーゼ(lOOmg卜をデンプン１昭と反応=さ宍せた後回収……じ万万j; .･･j･再.度万繰1.･111万り･･.･返･..･し･j･で･１面

ンプｙと反応さサるこ/とでレアミラーゼ活性の繰:り嘔仁再現性會調ぺ払ｹﾉそり結果Fig. 7めように

なり，２回目に使用した時には約60％程度活性が低下七ﾚで卜るﾉﾆﾉ七がわ=からﾉだ………ﾚ……………万………万

以土の結果として，ヨケレドアデンプン反応における吸光度聯減少が観察者＼れた,こﾚとjからレごこで

調製した固定化シリニカゲルーダミラー：ゼは微量で壮あ右がプ三:テ÷:ゼ活性を有す右とノいうしことがで

きるレ･・.･･･.　・　　　・・　　　..･　..･..　　　･･･.･,/=/∧:ｹ＼∧…………＼ﾉ……∧……::j………=:1ﾉﾆし◇ｹ1………………∧<ニ………
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5. APSにアミラーゼを固定化した時の活性評価　　　　　ト　　　　　　　　ニ　　　　ト

　ＡＰＳ（アミノプロピルシリカ) 0.5 gにアミラーゼ0.5 gを高圧反応で吸着させることで固定化し，

シリカゲル同様, APSに固定化したアミラーゼをデンプン1mgと反応させ，ヨードーデンプン反応

により生ずる吸光度を測定することで相対活性を算出した．　　　　　　▽

　　５－１）ＡＰＳのブラック試験　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼

　初めにヨードーデンプン反応へのＡＰＳの影響を対照実験として行ったところ, APSによるデン

プンの加水分解はまったく観察されなかった．　　　　　　　　　　　　／

　５ －２）ＡＰＳ－アミラーゼによる反応の時間変化　　　　　　　　　　　　　　　　レ

トＡＰＳ－アミラーゼ10 mgを用いて，活性め時間変化を反応時間士分と５分で調べてみたL同様にヨー

　ドーデンプン反応より吸光度を測定することで相対活性を算出した．その結果, Fig. 8で示すよう

　に５分の段階で相対活性は100％であり，活性の高さを観察した．更に１分では活性はi00％では

　なかったものの, 90%以上は加水分解されているごとがわかった．このことよりＡＰＳ¬アミラー

　ゼ10mgを用いる加水分解は，デンプンと反応させた瞬時にほとんど進行することがわかった．

　　５－３）ＡＰＳ－アミラーゼの重量換算　　　　　　　　ダ

　ＡＰＳ¬アミラーゼ10 mgを用いて，活性の時間変化を反応時間１分，５分で調べてみたが，ごの結

果よりデンプン1mgはＡＰＳ－アミラーゼ10 mgによりほぼ100%加水分解されることがわかった．こ

こで前実験より，デンプン１咤はアミラーゼ（0.01 mg/�）の250μで100％加水分解されることが

でわかっているため，ＡＰＳ－アミプーゼ10 mgはアミラーゼ2.5μｇ以上に担当することが言える．

　　さらに詳細な検討をしていくためにこのＡＰＳ－アミラーゼ10 mgを反応時間Ｌ分で約90％の活

性があるアミラーゼの量との比較において調べたところ，デンプン１ｍｇに対してアミラーゼ10μg

が約90％の活性があるということがわかったよこの結果をもとにするとＡＰＳ－アミラーゼ10 mgは

アミラーゼ10μgに相当することがわかる．

　この結果より，ＡＰＳ一アミラーゼはシリカゲルーアミラーゼの場合より約200倍活性が高い可能
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性があ=ることが判明した.＼　　　　　　　　∧

　5し－4うＡＰＳ－アミラーゼの繰yり返し再現性

ここではAPS-アミラニゼをlOOmg使用七て反応さ

応させることで活性の繰りj返し再現性を調べだ.=:結果は

％の活性であったが3¨回目では活性は56%まで低下万二

ら問題がある＼と思われるゝ／．　　　十　　　‥十　　　＼……………

　　　ニ　　　　レ犬　　　　　尚　　　　　　結　　言十　　　　　　　　　二一一　　　　　　　　　　　　　　1日　　．･･昌･:……:………1………1………1…………………………1 ･.………:･.･..･..・　　　.･･ :.・・...

　本研究で得られた固定化アミラサゼについでは√ナギプ:卜廿の正確ごな吸着量と共に∧より正確な

活性評価を必要とするが丿比較的高い活性帝有する二ｿとｿが観察吝ﾉれ=か首/とﾌは√極めyで意義深い結果

である．活性の繰り返し再現性という点では,ﾄ予想しヤトたにけで高卜……も万=ので(iな＼かうたので√再度

検討を加えてみなければjならない．　　十　　　　＼く……………∧＼＼………＼………………:十……=……………ﾉ‥‥‥‥‥‥‥=

　との実験結果から，１）今回用いた圧力値程度々ぱﾚﾚ酵素=○構造トすなわち活性中心ぱ何の影響

も受けていない=のか，2＼）圧力による変性は受けていず］も√:?舌=･|生中心心何の影響:も=受けﾚでいなしいの

か，或いけ3①圧力によってむ=し5.活性が上昇した可:能性繍ないめ万:かy,ﾉ……等..々･め･.考･･･察がなざれて･し･か

るべきであるが,し現時点ではこれ以土のデータが得ち牡ていﾉないめで推諦め域を脱口径ずレ今後の

実験結果を待たなければならないﾌﾟ　．･　つ　　……………ﾚ………………＼………＼ﾉ…………∧j上白,＼十………=j=…………:………::ト……:=･‥‥‥‥‥‥

　ある種の酵素が，高圧条件下において優れた活性を赤す:二七察知⑤札了卜名が8)，宍あくま,でもi容

液状態での話しであり√それらの酵素を:固定化して用卜らくれた例ﾉは報告ｿざれすいないサ＼本研究で試

みた高圧条件下で固定化できる酵素がレ溶液状態と万

られないが.この二つめ実験結果にも七接点が得ら

析の解明等も含めて，極めて興味ある研究に進展し

　また，緒言にも述べた尹ンプン粒に対する本固定

かと考えている．／　　Ｊ　．．　．　：／･． ．･
･．
・　・
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　現在，他の酵素についても高圧条件下での固定化について検討中である．

　本研究を行うにあたり，高圧反応装置のご協力をいただき，並びに有益なご助言を賜りました本

学理学部助教授小槻日吉三博士に深謝致します．また，無機材料をご供与賜りました信和化工株式

会社に深謝致します．　　犬　　　し
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