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　　The 　 stability 　 of 　 saccharify 三ng 　 amylase 　 produced 　 by　 AsPerg 〃 us　 nllge7
・U202 −5　 in

submerged 　culture 　 was 　 investigated　 with 　 the　enzyme 　 preparation 　 unique 　 with 　 regard 　 to

the　 patterns　 of　Tiselius．electrophoresis 　 and 　 ultracentrifugation ．　 It　was 　 shown 　 that
，
　 in

acidic 　 pH 　 range ，　 the　 enzyme 　 is　 much 　 more 　 stable 　 than　the　 saccharifying 　 amylase 　of

Rhixopus ．　 Apparent　 activation 　energ 三es　 of　 heat　 inactivation　at　 pH 　 5．3，4．1　 and 　3ユ

were 　estimated 　to　be　68．2，　and 　39．1，65．2　respectively ．　 With　soluble 　starch 　as　substrate ，

Michaelis　constant 　had　a　value 　of　2．5×　10’i （g〃）at　pH 　5．3　and 　40° C ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　　　　　言

　前 報
1） で Aspei−g ”itts　 nige7 ・U2D　2−5 の液内培養 に よ り生薩 され る 糖化ア ミラーゼ は 酸性溶液の 状態で き わ

め て 安定で あ る こ とを報告 した．蓑 田 ら
：） はすで に 耐駿性 α一ア ミ ラーゼ に つ き報告 して い るが 著者らの 糖化 ア

ミ ラーゼ も同様 に 耐酸性糖化 ア ミラ ーゼ で ある こ とを R傭 ρρπ∫ 属 の 生席 す る糖化 ア ミラーゼ との 比 i咬検討を行

ない ，かつ ， 2 ，3 の 諸性質を検討 した 結果に つ き報告 す る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験　方　法

　糖 化 ア ミ ラ
ーゼ の 測定 法は 前報

り と同様で あり．精製標品 に つ い て の 酵素濃度と生成 グル コ ース 量 の 開係 を

Fig．1 に 示 す ．

　As／」ei
’
g
’ilkis　 nig

’
el
・モ12。 2−5 の 糖 化 ア ミラ

ーゼ 標晶は 前報
3） で 精製 した もの を使用 した．

　非 耐 酸 性 糖化 ア ミ ラ
ーゼ と して は R 加 2θ鋼 ∫ 属の 生産物を使用 した ．硫安塩忻物 を水抽出 し，透 折後 ア セ ト ン

沈澱 に よ り O 〜70％ の 沈澱区 分を と る．ア セ トン 沈澱物を蒸溜水 に 溶解 し濃縮後 リバ ノール 溶液 を 加 え る，こ の
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処理 に よ り黒 色々 素，粘質物 お よ び不純蛋白質 の
一…

部

が 沈澱す る．上澄 を 酸性白土処理 に よ り，　 リバ ノ
ー

ル ，残存す る色 索 お よび不 純蛋 白質を除去す る，つ い

で ア セ トン 分画 を 行 な い 40〜55％ の 沈澱 区分 を と り こ

れ を 供試酵素液 と した．

笶　験　結　果

　最 適 作 用 pH

　最適作用 pH を前報
b

と同様 の 糖化 ア ミ ラーゼ

の 測定法に よ りこの 起源 の 異 な る 2 種類 の 糖化 ア ミ
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ラ
ーゼ に つ い て 比 較 した と こ ろ Fig．2 にポす よ うに Aspergiltu．v　niger 　U2 。2−5 の 糖化 ア ミ ラ＿ゼ F −1 な

らび に F −2 は RhixePtt．s 属 の 生塵 す る 糖化 ア ミラーゼ に 比較 して 作用 pH は酸性側 に 偏符 して い る．しか し，

最適作用 pH は 両者と も pH 　5 近辺 に存在す る．い ずれ に して も pH 作用 に 関 して は極端 な 差 はみ られ な か っ

た．こ こ で 使 用 した 緩 衝 液 は pH 　2〜3 を ％ M 塩酸
一

塩化 カ リ ウ ム 緩衝液，　 pH 　3〜4 を ％ M グ リシ ン ー
塩

酸緩衝液 ， pH 　4〜5 を ％ M 醋酸
一

醋酸ナ 1・リウ ム 緩衝液，　 pH 　6〜8 を Ys　M 燐酸緩衝液．　 pH 　9〜IO を 弱 1［

M ベ ロ ナ
ー

ル
ー

塩酸緩衝液 と した，

安定 pH 域 の 比較

　安定 pH 域を 2 種類 の 起源を異 にす る糖化ア ミラ
ー

ゼ に つ い て 比校 した とこ ろ Fig．3 に示 す よ うな結果 が 得

られた 。実験方法 は酵素液 lml に各 pH の 緩衝液 1　 mi を添加 して 30℃，24時間放 置後 の 残 存糖 化 ア ミ ラー・

ぜ 作 用 を 測 定 した もの で あ る．

　Aspergiilus　niger 　U2 。 2−5 の 糖化ア ミ ラーゼ F −−1 ならび に F − 2 は Rhi20Pus属 の 糖化 ア ミ ラ ーゼ に 比

較す る と き低 pH 領域 に お い て 安定で あり，　 pH 　2・5 で 明確 に 区別 さ れ，　 Aspe ，
・
gillus　nisre ア

・U ： 02
−5 の 糖化ア

ミラーゼ F − 1 ならびに F −．2 の 50％程度残存す ろ pH に お い て Rhi．xopits 属 の 糖化 ア ミラ
ー

ゼ は 完全 に 失

活 して い る こ とを確認 した，

　熱 失 活 速 度

　Aspargilltts　nige7
・U2 。 2−5 の 糖化ア ミ ラーゼ と RhixoPus 属 の 糖化 ア ミ ラーゼ は Fig．3 に示 した よ うに 酸

性領域 に お い て 明 らか に 区別 さ れ た ． しか もこ の 実験条件 は こ の 時 間 範 囲 に お い て 安定 pH 域で は 酵素の 熱矢

活を無視で き る 条件で ある、 そ こ で 糖化 ア ミ ラ ーゼ 作用の 失活を pH お よ び温 度を 変化 させ て 2 種類の 起源を

toe

　 80tL

： 6。

8
お 40

§
E2

°

豪 。

ム

コ　
へ

〆
ー

　 　 　 　 2．0 　　 5、O 　　 峨 0 　　 50 　　 6．O 　　T．0　　8ρ　　　9．O 　　「O．O
　 　 　 　 　 　 　 　 　 PH

Fig．2、　 Relation　 between 　 pH 　 and 　 saceharifying

　　　　 aCtivity ．　 pH 　 2．o〜3．o 上／5　M 　 HC τ．KCI

　　　　buffer： pH 　3．0〜4，〔191ycine −HCI 　buffer；
　　　　pH 　 4、0〜5．01 ／5Macetd ’

　te　hu 汗erlpH

　　　　6．O〜8，〔｝1／5　M 　phosphate 　buffer； pH ！．0

　　　　〜IO．‘）　］．／10　 verc ］na ］．HCI 　 bu幵er ：⊃
一

二
．

　　　　F−1 ； ［コー口 F ・2 、△
一

ム、ノehi．fopits 　sp ．
　 　 　 　 S．amvlttse ．

　 tOO

茎鹽
； 60

語
聴 50

馨
こ 40

：
旦 2。

§
左 。

o

1．0　　 2，0　　 5．o →．O　　E．0　　6．O　　T．O 　　e，0 　　9．O　 le．O
pH

Fig．3，　Relatk）111 ）etween 　 pH 　 alld 　 stal ，｛1｛ty　 of

　　　　snccharifying 　and 　dextrillizing　aCLivity ．

　　　　　Residual　 aCtMty 　 af 【er 　 sr ・ rage ｛・ r

　　　　24hl ’
t　 at　30 ℃ ．　E 〜lcll　PH 　 Value 　 werE ・

　　　　a ‘11USte（！same 　as　Fig．2．

　　　　　Maximal　 remainhlfLI 　 Hctlivity 　 sh （」wed

　　　　10‘嬲 ac 且ivity．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

第 7 号，　 7 月〕　　 A 脚 γg沼躍 niger 　U202 −5 の生産す る糖化ア ミ ラーゼ に っ い て 477

異 に す る糖化 ア ミ ラーゼ に つ い て 比 較す る た め に つ ぎの よ うな実 験 を 行 な っ た，な お，本実験で は Aspa ’
“
gilitts

niger 　U ：e　2−5 の 糖化 ア ミ ラーゼ を F − 2 に 限 定 した．温度を 30，40，50
，
55 お よ び 60℃ に 設 定 し，各温度

に お い て pH を 5・3
・
4・1・3・0・2・5 お よ び 1 ・75 に変化せ しめ熱失活を経時的に 測定 した．糖化 ア ミラーゼ

F ・’2 につ いて 得 た結果を Fig・4〜8 に ・ RhizoPrfs属 の 糖化 ア ミ ラーゼ に つ い て 得 た 結果を Fig．9〜12 に 示
す．こ の 結果 は見 か け上 の 失活が 1 次反施式 に 従 うこ とを示 す．そ こ で 1次 反 応速度式を 適用 して 熱失活速度定

数 k （min
−

】

） を 求め た．こ の 結果得 られ た諸数値を糖化 ア ミラーゼ F − 2 に つ い て は，　Table　1 に，　 Rhi．cro♪・rtS

属 の 糖化 ア ミ ラーゼ につ い て は Table　2 に示す． こ の 2 種類 の 起源 を異 に す る 糖化ア ミ ラーゼ は き わ め て 類似

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 した 作用 機作お よ び 失活が と もに 1 次反 応式に 従う こ
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る こ と が で き る．糖化ア ミ ラ
ーゼ F − 2 は い か な る条件下 に お い て 比 較 して も Rhiro ρus 属 の 糖化 ア ミ ラーゼ よ

り も明 らか に 耐 酸 性 で ，相対的 に耐酸性を 明示す る こ とが で きる．糖化 ア ミ ラーゼ F − 2 に つ い て 見 か け の 活性

化 エ ネル ギーを ，
Arrhenius の 式に従 っ て 1／T〜lo9々 をプ or

ッ トして求め た．こ の 結果は Fig．13 にみ られ る

よ うに pH 　5．3，4．1 お よ び 3．0 に お い て は 直線関係 が 得 られ，見か けの 活性 化 エ ネ ル ギ ーとして そ れ ぞ れ 6a．

23，65．17 お よ び 39．10 〔kca1／mo1 〕を 得 た．な お，　 pH　2．5 に おい て は こ の 関係が 成立 しなか っ た，

　ミ力 ニ リス 定 数に お よぼす pH の 影響

　AsPer．gillus ）lig
’
er 　LT202−5 の 生産す る 糖 化 ア ミ ラ

ーゼ F −2 を使用 して 澱粉を糖化す る 場合，生 成物 の

影響 な どが な い 条件下 て pH が 糖化 に い かな る影響

をおよ ぼ すかに つ い て 検討 した．基質として 可溶性澱

粉を使用 した． こ こ で 反 応初速度 を求め Michaelis・

Menten 式の Lineweaver・Burk 変形式 に 基 づ い て

Michaelis定数 Km お よ び 最大反 応速 度 V． ，を求 め

た．こ の 結果 を Fig．　14 に 示す．な お，本報告 の 実験

方法に基づ けば 測定巾の 酵索の 失活が 起 らな い 、Km

は低 pH に お い て 幾分 高 い 値 を示 し，丁誠 は 減少 して

い る．
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Table　1．　 Rate　constant 　of 　heat・inactivation　of 　saccharifying 　amylase 　F−2　pr（xiuced

　　　　　bア A 瑠 rg 超 π ∫ 加 9 θノ
・U 露02

−5，

k　 〔min
幽
〕

Temperature 〔
°C〕

pH 〔一〕 30 40 50 55　 「　 60　　　　」

5．34

．13

．12

．51

．75

Table　2，

10團6〜1 一7

10−6〜IO−7

3．e6× 10』5

4．22× 10−5

8．77＞く10−4

6．31 × 10−6

7．60 × 10一6

3．14× 10■‘

1．53 × 10　3

6，94× 10−：

1．05＞〈10−47 ．08 ＞く10−‘

3・94× 1°』4

い・ 3…
−3

1．36× 10
−3

　 　 　 　 　 　 　 3．55 × 10’3

2．61 × 10−3

1．74 ＞く10■「

6．08＞（10
−3

4冒52 ×10−：

5．80 × 10
』3

1、14× 10鬯2

1．14× 10−1

Rate　constant 　of　heat・inactivation　of 　saccharifying 　amylase 　produced 　by
RhixePas 　sp ，

た 〔min
冖
〕

Temperature

pH 〔一〕 30 40

〔
°C〕

　 50　　　　1
　 　 　 　 　 　 L

’
蕊

一．

5．33

．12
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1．70× 10
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2．83 × 10疊4
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1．82＞〈10−u

　最 適 作 用 温 度

　Asl
，e」
〜
gillors　nige ア U2。 2−5 の 生産す る糖化ア ミラーゼ F − 1 な らびに F − 2 の 最適作用 温 度 を 本実験 に お い

て 採用 した糖化 ア ミ ラ
ー

ゼ の 測定法 に も とづ き 30，40
，
5Q，55，60 お よ び 65℃ に おけ る 生成 グル コ

ー
ス 量 と

して Fig．15 に 示すよ うな 結果を得 た．最適作用温度 は F − 1 およ び F − 2 と も 60℃ で あ っ た．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　考　　　　　察

　
A 瑠 r8 沼 邸 nigel

−U2 ・ 2−5 の 液内培養に よ り生産 され る 糖 化 ア ミ ラ ーゼ F − 1 な らび に F − 2 の 2， 3の 性

質に っ き検討した が ， この 両者 は きわ め て 類似 した性質を示 し，前報
3）

で 報告 した 電気泳動に よ る挙動が 異 な る

こ と以外に お い て は 安定 pH 域が F − 1 の方 が F − 2 よ りも酸性領域 に偏倚して い る こ との み が差の ある 点 で あ

る．Aspargilius
　niger 　U ，・ 2−5 の 生産す る糖化ア ミ ラ

ーゼ は R 漉 砂 螂 属 の 生 産 す る糖化 ア ミ ラーゼ に 比較 し

て きわ め て 耐酸性が 大 で あ る こ とは こ こ に報告 した 結果 よ り明 らか で あ る．

　低 pH 域 に お け る 糖化 ア ミ ラーゼ F − 2 の 熱失活 にお い て 見 か け活性化 エ ネル ギーが Ca　39．1 〔k　cal ／mol 〕

の よ うに 比較的低 い 値を示 した こ とは低 pH 域 に おけ る失活が 蛋白質 の 変性過 程 に お い て 起 る と 考え る とき，
変性過 程 は き わ め て 鋭敏 に 〔H

’
） に よ っ て撹乱 され る もの と考え られ る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　　　　約

Asperg77ius
　nige7

’V2n　2−5 の 液内培養 に よ り生 産 され る糖化ア ミ ラーゼ を R 傭 ρP邵 属 の 生 産 す る糖化 ア ミ

ラ
ー

ゼ と比較する と き酸 性領域 に お い て きわ め て 安定 で あ り．耐酸性糖化ア ミラー
ゼ で あ る こ とを 確 認 した ．

Aspei’gitkis　nige7
− LI2・ 2−5 の 糖化

一
r ミ ラ

ー
ゼ F − 2 の 熱失活 の 見 か け の 活 性化 エ ネ ル ギーは pH 　5．3．4．1
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Fig，14．　 Effects　 of　pH 　 on 　 Vm 　 and 　 K ． 、5／1　M

　　　　 HC トKCL 　 buffer　for　pH 　2．｛｝〜3。 

　　　　 1／5M 　glycin−HCI 　 buffer　 for　pH 　 3、O

　　　　 〜4．0．1／5M 　 acetate 　 buffer　 for　 pH
　 　 　 　 4．eN 　5．0．

　　　　　　　○ ： Vm 　　口 ： Km

お よ び 3．O に お い て お の お の 68．23，65．17 お よ び

39．10 〔kcal／mQl 〕 で あ り，　 Km は pH 　5．1，40℃ な

る条件 に お い て 2．5× 10”i 〔gfl〕 を可溶性 澱粉 に 対

して 得 た．

　本報 告は 昭 和 39年 度 日本醸酵工 学会大 会一般講 演に お い

て 報告 した．
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