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Measurement 　of　Guar　Gum −Degrading 　Enzyme 　Activity　by　Decreasing

　　　　　　　　　　　　　　　 Viscosity− Note −
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　　An 　easy 　and 　accurate 　assay 　method 　for　measuring 　guar　gum （GG ）
・degrading　e耶 yme 　activity

based 　on 　the　relationship 　between　the 　enzyme 　a αivity　and 　the　rate 　Qf 　decreaslng　viscosity （RDV ）of

thc　mb 【ture　of 　GG 　 solution 　 and 　 the 　enzyme 　was 　developed ．　 Qne 　 unit 　 of 　GG ・degrading 　enzyme

activity 　was 　de丘ned 　as　an 　amount 　of 匸hc　enzyme 　which 　reduced 　the 　viscosity 　into　a　ha亅f　after 　10min

歪bllowing　the 　start 　ofthc 　enzyme 　reaction 　in　a　mixture 　ofO ，5ml 　ofasolution 　of しhe　enzyme 　and 　10　ml
of 　a　O．2％ GG 　solution ．　 The　enzyme 　activity 　was 　determined　by　measuringthe 　viscosity 　after 　60　min

fbilQwing　the　start 　of 　the　enzyme 　reaction ．　 In　this 　case ，　the 　enzyme 　activity （U6G）was 　calculated 　as

fc〕liows：U60＝10（o・023R − 1・93），　where 　R 　is　RDV 　and 　30 〈 R 〈 72．

［Key 　 words ；　 guar　gum ，　 galactomannan ，
　 guar 　gUm

−degrading　 enzyme
，
　 measurement 　 of

巳nzyme 　activity ，　visc ・ sity ］

　水溶性 の高分子多糖を基質と し，酵素に よる 基質 の

分解活性 を評価す る 揚 合，酵素作用 に よ っ て 生 成 す る

還元糖 （糖化力）を 測定す る 方法 L2 〕や 基質 の 分 子 鎖

切断 に よ る水溶液の 粘度低下 （液化力）を測定す る方

法
2・3）な どが 用 い られ て い る ．糖化力に 基 づ く生成還

元糖 の 測定手法＋〕は 糖 の 分析技術 と して す で に 定 着 し

て い る．

　
一

方，粘度低下力に 基づ く酵素活性 の 測定 に 関 して

は リ ゾザ イ ム に よ る グ リ コ
ール キ チ ソ の 分解，S）プ 卩

テ ィ ナ ーゼ に よ る ゼ ラ チ ソ の 分解，6｝ポ バ ール 分解菌

に よ る ポ バ ー
ル の 分解 例 7）な どが報告され て い る．こ

れ らの 報告 は ，い ずれ も酵素反応液 の 粘度低下 と酵素

＊

連絡先，C ・ rrespGnding 　auth ・ r．

反応時間か ら酵素活性を求 め て い るが ，こ れらの 測定

手 法 に 従 っ て 活性 を求 め よ う とすれ ば ，測定試料 ご と

に 粘度の 低 下 を 経 時的 に 測 定 しな け れ ば な らず，試料

数が多 くなる と，必 ず しも便利 な 方法 とは 言 え ない ．

　筆者 らは 先 に ，ガ ラ ク ト
ー

ス と マ ン ノ
ー

ス か らな る

ヘ ミ セ ル ロ
ース の

一
種 で ある 水 溶性植物多穂 の グ ア ガ

ム s−1°）を 分解す る 細菌 Baciiius　cirCttlans　K −1 株
1：）を分

離 し，本 菌 が グ ア ガ ム 分 解酵素を 菌 体 外 に 分泌 す る こ

と を 報告 し た ．1！）本報 は グ ア ガ ム 分解酵素活性が 粘度

低下法か ら簡便に 求 め られない か どうか に つ い て 検討

され た もの で あ る．

　基質水溶液 の 調 製　　粉 末 グ ア ガ ム （三 晶   製

Meyproguar 　G200 ／50，含水率 10％）2．2g を 50　mM 　Tris−

HCI 緩衝液 （pH 　8，0）ll に 添加 し，24時間 ス タ
ー

ラ で
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撹拌溶解 した後，爽雑物を除去す るた め に 8，000rpm ，

30分間 の 遠心分離を行 い ，上 清 を 120°C ，10分間オ ー

ト ク レ ープ し た．

　酵素液 の 調製　　基質を含む 液体合成培地 ［K2HPq

3g ，　 KH2PO40 ．3　g，（NH4 ）2SO41g ，　 MgSO4 ・7H20

0，2g
，
　NaC ］0．1g，　CaCI2 ・2H200 、02　g，グア ガ ム 2．2g，

蒸留水 1　t〕 に B ．circutan ∫　K ・1 株を接種 し 30°C で 24

時間振と う培養した後，こ の 培養液を 8，000　rpm ，10

分間遠心 分離 した．遠心 後，上 清 に 含 ま れ る酵素 タ ン

パ ク 質 を 80％硫安飽和 で 塩析 し 15，000　rprn
，
30分間遠

心 分離 して 沈殿を得た ．こ の 沈殿を Tris−HC1 緩衝液

〔pH 　8．0）5ml に 溶解 し，こ れ を 同緩衝液中 で 分画分

子量 10，000の 透析膜 に よ っ て 24時間透析 を 行 っ た もの

を粗酵素液 と して 使用 し た．酵素濃度は 粗酵素液の 濃

度 を 1 とす る 相対濃度 で 表 した ．

　粘度 の 測定　　試料液 5ml を オ ス ト ワ ル ド粘度計

（水 5　 m1 の 流下時間が 59 秒） に 入れ ，
こ の 液 が 30 °C

の も とで 粘度計 の 標線間を 流下 す る の に 要する時間で

示 した，

　測定手順　　試験管 に 分取 し た 基質水溶液 iOm1 に

酵素液 0．5ml を添加 し，　 teだ ちに 数秒間 チ ューブ ミ

キ サ ーで撹拌 を 行 い ， 30 °C で 所定時間反応させ た ，

そ の 後 反 応 液 を 100 °C で 15分 間 加 熱 し，酵 素 反 応 を

停止 さ せ ，再 び 30 °C で 粘度を 測定 し た ．酵素反応に

よ る 水溶液粘度 の 低下 は 粘度低下 率 （RDV ％）で 表

し，試料 の 初期粘度 を ηG，酵素反応後の 粘度lt　Ti，水

の 粘度 を ηw と して ，RDV 　 ：

（ηo
一

ηy（η。
一

ηw ）× 100 で

表 した■

　 酵素活性　　酵素反応 に よ っ て 低下す る基質水溶液

の 粘度 を 測定 し ， エ0分間に
一

定 の 粘度低下率 を 引き起

こ す酵素活性 を 1 単 位 （U ）と して 定 義 した ．こ こ で ，

一
定 の 粘度低下率と褒現 した の は ，一定 の粘度低下率

と して 取 り得 る 値は 種 々 考え られ る か ら で ある，

　 結果 お よび 考察　　酵素活性 が 粘度低下率 を 指標 と

して 表現で きる か ど うか ， 酵素濃度，粘度低下率お よ

び 時間を パ ラ メ ータ ー
に して ，こ れ ら相 互 間 の 関係 1こ

つ い て 検討 し た ．グ ア ガ ム 基質水溶液 の 粘度 が 酵素作

用 に よ っ て どの よ うに 変化す る の か ，調製 し た 酵素原

液を 1 と して適当 に 希釈 した 酵素量 を 0．2％ GG 水 溶

液に 添加 し，経時的 に 粘度を測定 した．こ の 結果を粘

度低下率と時間 との 関係 と して 求 め る と，Fig．1 に 示

す 曲線 が 得られ た．次 に ， 種 々 の 酵素量 に お け る反応

液粘度 の 低下か ら定義 に 基 づ く酵素活性 を 求 め，酵素

量 と の 関係に つ い て 調ぺ た．定義 の 中の
一

定 の 粘度低

100

欝
1； 50

2

o
Reaction　time 〔min ）

Fig，1．　T三me 　courses 　of 　RDV 　for　various 　enzyme 　con
．

　　 ccn 亡rations ．　 The 　m 三xtures 。f　O，5ml 。f　the　enzyme

　　solution ，10 皿 旦of 　a　O．2％ solution 　of　GG 　di＄solved

　　in　 50　mM 　 Tris−HCI ，　 pH 　8，0　 were 　 i皿 cubated 　 at

　　 30 °C ．The 　enzyme 　concentrations 　of 　the　miXtures ，

　　adjusted 　by　d皿ution 　with 　water ，　were 　expressed 　 as

　 　 「elative 　values 　 of 　the 　enzyme 　 concentration 　 of 　the

　　 original 　crude 　cnzymc 　soluti 。 n 　takcn 　as　1，　 Enzyme

　 　 cQncentrations ； ▽ ，0．005；　● ，0．01；　■ ，0．018；　O ，
　　0、023；▼，0、033；　自 ，0、05、

下率 と して は 任意 の 値を選 ぶ こ と が で きる が ，本実験

で は 反応液粘度 が 粘度低下率 と し て 30，40お よび 50％

OC達す るの に 要する時間か ら酵素活性を求め た，得ら

れ た酵 素活 性 を 酵素 量 に 対 して 整 理 す る と Tab 】e　1 に

示 す結果が 得 られ た ．また ，Table に は 酵素活性 と酵

素量 との 関係 が 対比 しやす い よ うに，得 られ た酵素活

性 を酵素量0．OO5で の 活性値 に 対す る 相対活性 と し て ，

さ らに 酵素 量 を 酵 素 量 0 ．005 に 対 す る 相 対 酵素 量 と し

Table　 L 　Rclation5hip　bctween　 rcladve 　 eロ zy エne

　　 concentration 　 and 　 enzyme 　 activity 　on 　30，40

　　 and 　50％ of 　RDV 　for　a 爬 action 　t加 e　of 　10min ．

Enzymeconc
．

RDV 　for　a 　rcaCtion 　time 　 of 　10min

30％ 40％ 50％

0 ．005 （三．0）
0．01　（2．0）
0，018 （3．6）
0，G23 （4．6）
0，033 （6．6）
0，05　（10）

0，17 （1，0）
0．36 （2．1）
0．67 （3．9）
0．91 （5．3）
工．35 （7．9）
2，17（13）

0．095 （LO）

0．20 （2．1）
0．36　（3．8）
0、46 　（4，8）
0．71　（7．5）
1．14　　（12）

0．058 （1，0）
0 ．12　（2．1）
0．2工　（3．6）
0、27 （4．6）
0・38 （6．7）
0．63　（11）

　One 　 unit 　 of　 GG −degrading　 enzyme 　 activity 　 was

de丘ned 　as　an 　 amount 　of 　the　enzyme 　which 　reduced 　the

viscosity 　into　30％，40 ％ and 　a 　halfa氏er　10min 　fbllowing
the 　start 　ofthe 　enzyme 　reac 【ion 正n 　a　mixtures 　ofO ．5劍 of

asoludoH 　of 出e　enzyrne 　and 　10ml 　of 　a　O．2％ GG 　so ］u ・

tion，　respe ‘ti▽ ely ．　In　parentheses ，　the 　relative 　values 　on

the　bagis　ofthe 　enzyrne 　cDncentration 　ofO ，005　are 　shown ，
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Fig．2．　 Relationship　between　 the ∈nzyme 　 concelltra
−

　　 tion 　 and 　 the　 rate 　 of 　decreasing　 viscosit
γ （RDV ）

　　 mea8urcd 　in　 cQnstant 　 time 　 after 　thc 　 enzymc 　 rcac −

　 　 tion．　 CQnstant　time ： △ ，30　min ； ロ ，40 　min ； ○ ，
　　60min 　fbllowing　the　start 　of　the 　enzyme 　reaction 、
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て （ ）の 中に 記載 した．こ の 結果か ら，反応液 の 粘

度が 10分間 で 粘度低下率 と し て 50％ に 低下 した 場合 の

活性 を 1単位 と し て 求 め た 活性 と酵素量 と の 関係が良

好な 比 例関係に あ る こ とが 認 め られ た．こ の 結果 は セ

ル ラ
ーゼ 活性 の 測定法 と し て 知 ら れ て い る CMG 粘

度低下法3）を支持す る結果 とな っ た．

　次に ，酵素量 と粘度低下率 との 関係を 調 べ る た め に

酵 素量 ご との
一

定 時 間 （時 間 は 任意に 選定 で きる が，

こ こ で は 30，40お よ び 60分を選定 し た ）後 の 反応液粘

度 を 測定 し，両者 の 関係 を調 べ た．そ の 結果 を Fig，2

に 示 した．粘度 低 下 率 と酵素 量 との 関係 は 酵素量 を 対

数 と して ，反応30分後 に お け る測定 で は 粘度低下率

20〜58％ の 範囲で ，同様 に 40分 お よ び 60分後 の 測定で

は お の お の 24〜65％お よ び 30〜72％ の 範囲 で ，い ずれ

の 関係 も直線関 係 と して 認 め られ た ，ま た データ と し

て 記載 されて は い ない が 10分 お よ び 20分で の 測定に お

け る両 者 の 関係に つ い て も 同様な 結果 が得られ ，任意

の 時 間 に 対 して 良 好 な 直線関 係が 成 り立 つ もの と考 え

られ た．そ こ で ，酵素活性 の 定義が成 り立 つ た め に は

10分間の 粘度低下率 と して 50％を与え，こ の 時の 酵素

活性 と酵素量 との 関係，さ ら に Fig．2 で 得 ら れ た 粘

度 低 下 率 と酵 素 量 との 関 係 か ら，一定 時 間後の 粘 度低

下率 と酵素活性 との 関係を求 め る と Fig．3 に 示す結

果が 得られ，粘度低下率 と酵素活性 との 相関 （相関係

数 r は い ず れ も0．99の オ
ーダ ー

で あ る ）は 良好 な 関係

に あ る こ とが 認め られ た ．

　 こ の 結果 か ら， 酵素活性 は
一

定時間後 の 酵素基質反

応液の 粘度測定か ら求 め られ る こ とに な る が，測定 に

　 40RDV

（
’Z・｝

80

Fig．3．　Relationship　between　the 　enzyrne 　activity 　and

　　thc　rate 　of　decreasing　viscosity （R．DV ）measured 　in

　　 constant 　time 　after 　the　enz アme 　reaction ・Constant

　　time ： △ ，30　milll 囗 ，40 皿 in； O ，60　min 　following

　　 the 　start 　of 　the 　enz アme 　reaction ．

あた っ て は 必ず反応時間を明記す る こ と が 必 要で あ

る ．著者 ら は 反 応 60分 後の 粘度測定 か ら 酵素活 性

（U60）を求め て い る が，その 場合 の 酵素活性 は 粘度低

下 率（R ）との 関係 か ら U6
。
；10（o・023R

− 1．93），（30く R く

72）と し て 表す こ とが で きた ，した が っ て ，こ の 関係

式を酵素活性 の 検量線式 として 求 め て お ぎ，試料 の 粘

度 を
一

度測定 す る こ と に よ っ て
一

義的 に 酵素活性が 求

め られ た ．

要 約

　 グ ア ガ ム 分解酵素活性 は ，反応液 の 粘度 を 10分間 Oこ

粘度低下率 として 50％減少させ る 酵素活性 を 1 単位 と

し，一
定反応時間後の 粘度低下 率との 関係を検量線化

す る こ と に よ っ て 簡便1，L 求め る こ とが で きた．著者 ら

は ，反応60分後の 粘度測定か ら酵素活性 を 求め た が ，

こ の 時 の 酵素活性 （U60）は粘度低下率（R ）と の 関係か

ら，U60＝ 　10（o，02sR −1・93）（30く R ＜ 72）と して 測定 で きる

こ とが 明 らか に な っ た．
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