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高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ る 各 種 デ ン プ ン の

α一Amylase分 解 物 中 の オ リゴ糖 の 分 離

井 上 ・節 子

高速液体 グロマ トグラフイー(HPLC)に よ り,ジ ャガイモデ ンプン,ウ ルチ米デ ンプ ンの α一

Amylase分 解物 を分離 し,7個 のピー クを得るこ とができた。 また,分 解過程で生成す る各オ リ 、

ゴ糖 の分布 の様子 を知 ることがで きた。

緒 言

デ ンプ ンを比較 的多 く含 む食 品の消化性 は含 まれてい

るデ ンプンその ものの性質,そ の食 品中にお けるデンプ

ンの存 在状態,共 存する物質,調 理加工 の方法 などによ

って変化す ると思われ る。先 に1}各 種 デンプンの特性や

α一Amylase分 解 につU・ては,分 子量 の低下 に相 当す る

物性 を,(3-Amylase分 解については,生 成 マル トース

の量 を調べ るこ とで,加 水分解の進 行を追 って来 た。

α一Amylaseに よる 加水分 解反応 に伴 う,生 成 オ リゴ

糖 の分布状態 の時 間的変化 の推移は,ア ミロー スでは行

われ ているが,分 枝 した基質 を含むデ ンプンでは,調 べ

られ でk》ない2}♂ そしで,'こ の場合オ ザゴ糖 の分離定量

をする ことは,各 種 デンプンそ のものの構造を知る手 が

か りとなると思 われ る。 また,オ リゴ糖 の分離はペーパ

ーク ロマ トグラフィーによって行 なわれているが
,展 開

に数 目を用す るなど,迅 速 さに欠 けるので,HPLCに よ

る方法 を試 みた。G1～G7の オ リゴ糖 の分離G1～G3ま 匹

での定量 に比較的 よい結果 が得 られたので ここに報 告す

る。

実験 材料

①試 料

ジャガイ モデンプン:市 販品,ウ ルチ米デ ンプ ン:農

林29号 種 のウルチ米 か ら得 られたデ ンプン,と うもろ こ

しデンプン:コ ーンスターチ として市販 され て い る も

の,さ つ まい もデンプン:市 販品

② デ ン プ ン の加 水 分解

a‐Amylase:液 化 型,Bacillussubtilis,3×C「yst,

675units/mgprotein,生 化 学 工 業K・K,グ ル コ ー ス

(G1):和 光,特 級,マ ル トー ス(G2):和 光,特 級,マ

ル ト ト リオ ー ス(G3):和 光,一 級,イ オ ン交 換 樹 脂:

Ambe「liteIR-120B,Ambe「1iteIRA-400,リ ン酸 二 水

素 ナ トリ ウム:和 光,特 級,ク エ ン酸:和 光,.特 級,塩

化 ナ ト リウム:和 光,特 級

③HPLC

ア セ トニ ト リル:和 光,液 体 ク ロマ トグ ラ フ用,Co1.

umn:LichrosorbNH2,Merk,5μm

④ オ リゴ糖 の定 性

東 洋 ろ紙No・54,n一 ブ タ ノー ル:和 光,特 級,ピ リ

ジ ン:和 光,特 級,ア ニ リン フ タル酸 試 薬:ア ニ リ ン

(和 光,特 級)を,0.93g,フ タ ル酸(和 光,特 級)

1・60g,r水 飽 和 ブ タ ノー ル(和 光,特 級)100meを 混 合

して 作 成 した。

実 験 方 法

①試 料の精製

原料 を粗砕(す で にデ ンプンの形態}となっている もの

は除 く)し,α2%水 酸化ナ トリウム溶 液中に放置7日 。

ふ るい にかけ,通 過部分 を,0.2%水 酸化 ナ トリウム溶

液中 に60目 放置,1%塩 酸溶液中た放置7日 。分別沈殿

させ,水 洗 し風乾す る。85%ア ル コ藁ル温洗浄 による脱

脂12時 間,風 乾 し試料 とした。

②酵素 による分解

デ ンプン(19)に 蒸留水20meを 加 え,湯 浴 中で攪

拌 しなが らゆっ くりととかす。冷 却後緩衝液(0・2モ ル

リン酸二水素ナ トリウムと0.1モ ル クエ ン酸 でpH6.8

に調整 して作成 した 。)8m6と,1%塩 化 ナ トリウム1

me溶 液 を加 えて よ く混合 し,a‐Amylase(0.0005%

または0・05%溶 液)1m6を 加 えて,バ ッチ法 によ り,

各反 応時間,37℃ 恒温水 槽内で反応 させ る。 その後湯浴

中で3分 間煮沸 させ,a-Amylaseの 活性 を失活 させ,
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冷却後試料 とした。

③ 液 体 ク ロマ トグ ラ フ用 試 料 の作 成

α一Amylaseに よ って分 解 され た試 料 に再 生 レたAm-

berliteIR-120B(109)を 入 れ ラ マ グ ネ テ ィ ッ ク ス タ

ー ラー に よ って10分 間 攪拌 し,ろ 過 の後,ろ 液 をAm-

berliteIR-400中 に入 れ,同 様 に処 理 し,脱 塩 した 。 こ

の溶 液 を ロー タ リー エ バ ボ レー タ ー に よ っ て40℃ で 濃 縮

し,全 量 を3meと した。 沈 殿 を生 じた も の は沈 殿 を除

い て,液 体 ク ロマ トグ ラフ用 試 料 と した,

●HPLC

高 圧 定 量PumpはALTEXを 使 用,Detecterは

ShodexRI,injecterはPhEOdyne7120型,Recorder

はU-125M.N.(島 津);Columnは,φ4・6mm×250

mmにLichrosorbNH2を 充 填 し 使 用 した 。Solvent

は ア セ トニ トリル'〈60:'40)を 使 用 し,試 料logeを 注

入 した 。

⑤ オ リゴ糖の定性3}

ペ ーパ ークロマ トグラフィーに よ り,上 昇法で,n一 ブ

タノール:ピ リジン:水(6:4:3)溶 媒 中で,多 重展

開(1回 が16cmで4回 展 開)し て分離 した。.温度 は

室温 で行 ったd風 乾 した後,ア ニ リンフタル酸試 薬をふ

きかけ,風 乾 し,110℃,5分 間,乾 燥器 中で加 熱 肇

色 させ た0

実 験 結 果

① オ リゴ糖 のHPLCに よる分離

ジャガイ モデンプンとウルチ米 デ ンプンによる分解物

を,図1,図2の よ うに分離 す ることがで きた。17個 の

ピークが得 られた。その他,さ つまい も,と うもろ こし

の各 デンプンも同様 に7個 の ピー クを得 るこ とが で き

た。分解生成物 をsmeに 濃縮す る と,a-Amylase,

0.05%の 場合 は0.16の 感 度で充分 測定 でき,0・0005%の

図1'HPLCに よ る ジ ャ ガ イ モ デ ン プ ン 分 解 物 中 の

オ リ ゴ 糖 の 分 離 ・

条 件:column:LichrosorbNHz

solvent:HZO/CH3CN=40/60

flowrate:1.5m1/min

altenuafion:0.16

chartspeed:5mm/min

sample:ジ ャ ガ イモ デ ン プ ンα一Amylase30分 反応101

図2HPLCに よるウルチ米デンプン分解吻中のオ1
リ ゴ 糖 の 分 離

条 件:column:LichrosorbNH2

solvent:HzO/CHsCN=40/60

flowrate:1.5m1/min

attenuation:0.16

.chartspeed:5mm/min
'
sample:ウ ル チ 米 デ ンプ ンα一Amylase100分 反 応1011
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場合は0・08の 感度 で7個 の ピークまで 分離可能 であっ

た。

② 各 種 オ1丿ゴ 糖 のHPLCに よる 定 量

標 準 物 質G1,G2,G3を150μ9,300μ9,600μ9の 標

準 液 を用U・ て 図3の 検 量 線 を,G1は0～300FtgfG2は

0～300μ9,G3は0～ ・11の 範 囲 で,書 くこ とが で き

た 。

25

20

各種 デ ンプ ンの分解物 中のG1,G2,G3の3つ の糖 に

っい て,分 解生成 され る量を,表1の ように定量す るこ

とができた。

そ の他 のG4～G7に ついては,こ のカ ラムでは,各 オ

リゴ糖 を分取す るのがむずか しく,試 料 を得 ることがで

きなかったため,検 量線 を作れなか った。 この点 につい

て,現 在検討 中である。

③ 各種オ リゴ糖のペーパー クロマ トグ ラツ ィー

による分離

G・ 一

G2・ …

G・ 一

表1各 種 デ ン プ ン分 解 物G1,G2,G3,の 定 量

1

デ ンプ ン
反応
時間
(分)

G1

(㎎)

G2

(㎎)

G3

(㎎)

Gi+Gz+Gs/1
9中(%)

ジ ヤガ イ モ デ

ンプ ン(a-A.

mylase)0.05i6

30

60

120

13.5

27.0

60.9

x'7.6

70.8

126.9

75.9

84.6

148.5

14.70

18.24

33.63

ウル チ米 デ ン

プ ン(a-Amyx

lase)0.05°0

30

60

120

15.0

34.5

50.

50:1

84.0

11102.0

61.5

962

111.0

12.66

×1.45

26.31

(54)

G鴛 一 ウ ンジ
十 〇 ル ー ヤ
G20チ ○ガ
+分 米Oイ
G3反 デ 分モ応

ン 反デ
ブ 応 ン
ン プ

図4各 種 オ リゴ糖 の
ベ ーパ ー クロマ

トグラフ イー に

よ る分離

図4の よ うに7個 のスポ ッ トを得るこ とができた。文

献3}の値 と比較 してみる と,や や高めの傾 向があるが,

ほぼ近 い値 の上昇 を している と思われる。

④ デンプンの水解反応に伴 う生成物の分布

a-AmylaseO.0005%(W/V)と0.05%(W/V)を

使 って,ジ ャガイモ デンプンとR-Amylaseに よる加水

分解反応で他 のデンプンと比較 して・学ル トース生成量 の

一番少なか った ウルチ米デ ンプ ンとについて
,生 成物 の

分布 を比較,検 討 した。

a‐AmylaseO.0005%を 使 って1}初 期水解反応 の生成

物の粘 度測定 を した試料について,オ リゴ糖 の分布状態

を調べ てみた。結果 は図5の ようであった。G1,G2,G3

は絶対量で定量する ことができたがfそ の他 の糖 との比

較のた め,ピ ー クの高 さであ らわ してある。G1～G7が

60分 をす ぎると,徐 々に増加 しているのがわかった。
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図5 ジャガイモデンプンの反応生成オリゴ糖の分布

図6ジ ャガイモデンプンの反応生成オリゴ糖の分布

図7ウ ルチ米デンプンの反応生成オリゴ糖の分布

α一AmylaseO.05%を 使 って同様 にジャガイ モデンプ

ンにつ いて生物成 を調べた ものが図6で ある。G、 とG5

が徐 々に増加 してい る。G2とG3は0・0005%の 場合 と

同様 に増加 してい る。G6が30分 反応後,減 少 して来て

いる。G7は ほ とん ど生成 していなかった。

同様 の条件 で,ウ ルチ米 について も行 いデンプン相互

による違 いがあるか確 か めてみた。 図7の よ

うに,ほ ぼ各オ リゴ糖 の増減 については同様

な結果が得 られた。 ジャガイモデンプンとの

違 いは,全 体的 にピークの高 さが低 くな って

いる点 である。定量 の所 で述 べ た よ う に,

G1,G2,G3の 合計 を とってみても少 ない よ

うである。

ま と め

a‐Amylaseに よる生成 物の分離 では,も

うす こし試料 量 を変化 させ9感 度 を上げるこ

とによって,重 合度 の高い物質 の分離 も可能

になる と思われ る。 また,定 量 について も,

分取用 のカラムを用い るこ とで,標 準物質 を

得て,検 討 したい と思 っている。 またオ リゴ

糖 の重 合度 に よ る確 認 も検 討 したい 。

図6と 図7の 中で,G6の 減 少 に っ い て は,貝 沼,

French(1970)が,分 枝 オ リ ゴ糖 の うち,α 一1・6結合

を1個 含 む もの はほ とん ど,G4～G7の 範 囲 に入 り,図

8の 構 造 を もつ こ とを 明 らか に して い る4)5)。 ま た,ア

ミaペ クチ ン分 子 中,α 一1・6結 合 の64%に 相 当 す る も の

が こ の6種 に含 ま れ て い る こ とを 明 らか に して い る。

図8≪-1.6結 合 を1個 含 む分 枝 オ リゴ糖

ま た,a‐Amylase(Bacillus,S.)は,次 の 図 の よ う

に,a,b,cの α一1・4結合 には,作 用 しなU・こ とが わ か

っ て い る6)。 従 っ て,α 一1・6結 合 を1個 もつ 分 枝 オ リ ゴ

糖 で,重 合 度 がG4～G7の もの は 次 の よ うに分 解 す る と

思 わ れ る。
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①B4→B3,G1→ ×

継;廴 藩;ひ
⑥B?→B6,G1→B5,G1→ ×

こ の 事 か ら考 え る と,反 応 が進 む と;G6乏G7は 減

少 し,G1,G3,G4,G5の 増 加 が 考 え られ る。 こ の こ と と

今 回 の 実験 結 果 とは よ く一 致 してい る。 ま た,絶 対 的 な

量 の比 較 はで き なV・が,G2,G3,G5に つ い て,反 応60

分 を過 ぎ て も,ジ ャ ガ イ モ デ ン プ ンは 増 加 す る がヂ ウル

チ米 デ ンプ ン は増 加 しな い。 こ の現 象 は,2っ の デ ンプ

ンの ア ミ ゜一 糧 の懃'で は ない か と思 わ れ る ・

,

現在の実験の段階では,各 デ ンプンの問 の分解様式 の

ll縷難繍:瓢 墜雰纛畏麟
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