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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　シュードモナス・オレボランスを含む微生物培養発酵により得られる５０～９０％のガ
ラクトース、１～２５％のグルコース、１～２５％のマンノース及び０．５～２０％のラ
ムノースを含むガラクトースに富む高分子の製造方法において、
　ａ．炭素源、窒素源及び無機塩と、溶存酸素濃度を８０％以上に維持するように曝気さ
れ、２６～３７℃の範囲の温度と、６．０～７．５の範囲のｐＨとを有する水性栄養培地
に植菌する工程と、
ｂ．培養ブロス中の前記溶存酸素濃度が、５０％以下の水準に到達した場合に、炭素源が
１０～１００ｇ／Ｌの範囲の濃度に維持され、窒素源が消費し尽くされるか、又は０．３
ｇ／Ｌ以下の濃度となるように、窒素源を有するか又は有さずに、炭素源及び無機塩から
なる供給溶液を培養に供給する工程と、
ｃ．生物反応器内の培養ブロス中の溶存酸素濃度が、２０％以下若しくは全く存在しない
ように管理し、炭素源を１０～１００ｇ／Ｌの範囲に維持し、窒素源が消費し尽くされる
か又は０．３ｇ／ｌ以下の濃度に維持する工程とを備えることを特徴とするガラクトース
に富む高分子の製造方法。
【請求項２】
　請求項１記載のガラクトースに富む高分子の製造方法において、
　細菌シュードモナス・オレボランスは、変異体、突然変異体、シュードモナス・オレボ
ランス菌株であることを特徴とするガラクトースに富む高分子の製造方法。
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【請求項３】
　請求項１又は請求項２に記載のガラクトースに富む高分子の製造方法において、
　細菌シュードモナス・オレボランスは、シュードモナス・オレボランスＮＲＲＬ　Ｂ－
１４６８２であることを特徴とするガラクトースに富む高分子の製造方法。
【請求項４】
　請求項１乃至３いずれか１項記載のガラクトースに富む高分子の製造方法において、
　前記微生物培養発酵は、純粋培養又は混合培養であって、微生物を少なくとも１種存在
するように、いくつかの微生物を備えることを特徴とするガラクトースに富む高分子の製
造方法。
【請求項５】
　請求項１乃至請求項４のいずれか１項記載のガラクトースに富む高分子の製造方法にお
いて、
　前記炭素源は、グリセロール若しくはグリセロールに富む基質、
　代替的に糖、アルコール、有機酸又はアルカン、これらの混合物、又はこれらとグリセ
ロールの混合物であることを特徴とするガラクトースに富む高分子の製造方法。
【請求項６】
　請求項１又は５記載のガラクトースに富む高分子の製造方法において、
　前記炭素源は、グリセロール、糖、アルコール、有機酸及び／又はアルカンを含む食品
又は産業廃棄物であることを特徴とするガラクトースに富む高分子の製造方法。
【請求項７】
　請求項１記載のガラクトースに富む高分子の製造方法において、
　前記窒素源は、無機塩、有機窒素化合物又はその混合物であることを特徴とするガラク
トースに富む高分子の製造方法。
【請求項８】
　請求項１記載のガラクトースに富む高分子の製造方法において、
　前記窒素源は、窒素化合物を含む食品又は産業廃棄物であることを特徴とするガラクト
ースに富む高分子の製造方法。
【請求項９】
　請求項１乃至請求項８のいずれか１項記載のガラクトースに富む高分子の製造方法にお
いて、
　ガラクトースに富む高分子は、乾燥若しくは凍結乾燥、
　又は代替的に培養ブロスを連続的に、
ａ．前記培養ブロスから、遠心分離、ろ過、沈殿又はヒドロサイクルにより微生物細胞を
除去する工程と、
ｂ．アセトン、エタノール又はプロパノールから選択される極性溶媒の添加により多糖を
沈殿する工程と、
ｃ．沈殿した高分子を、遠心分離及びろ過により分離する工程と、
からなる工程により抽出することによって、前記培養ブロスから直接回収されることを特
徴とするガラクトースに富む高分子の製造方法。
【請求項１０】
　請求項９記載のガラクトースに富む高分子の製造方法において、
　ガラクトースに富む高分子は、
ａ．透析工程と、
ｂ．超音波処理工程と、
ｃ．沈殿により遊離タンパク質の除去、６０～１２０℃の範囲の温度による加熱処理若し
くはオートクレーブ処理又はトリクロロ酢酸の添加に続く遠心分離又はタンパク質分解酵
素を添加する工程と、
ｄ．核酸分解酵素の添加による核酸の除去
からなる工程の少なくとも１つからなる精製工程によるものであることを特徴とするガラ
クトースに富む高分子の製造方法。
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【請求項１１】
　請求項１記載のガラクトースに富む高分子の製造と同時に、ポリヒドロキシアルカノエ
ートの共生産を行うために請求項１乃至請求項１０記載のいずれか１項記載のガラクトー
スに富む高分子の製造方法を用いる方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、特に、食品業界、農産業、繊維・製紙業の分野、医薬品及び化粧品、鉱業に
おける石油回収及び金属回収のために、又は排水処理に用いられる、ガラクトース（５０
～９０％）、グルコース（１～２５％）、マンノース（１～２５％）及びラムノース（０
．５～２０％）で構成される多糖からなる生体高分子であって、当該高分子が、微量のキ
シロース、フコース、リボース、アラビノース又はフルクトースなどの中性糖を含み、さ
らにアシル基などの非糖成分を含んでいてもよく、より好ましくは、炭素源として、グリ
セロール又はグリセロールに富む基質を用いた微生物発酵によるガラクトースに富む高分
子の製造方法及びガラクトースに富む高分子及びその生産物の利用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　多糖は、繰り返し単位として１つ以上の単糖類が重合されてなる高分子量の糖質である
。糖質は、生体内において最も豊富な巨大分子であり、全植物及び藻類、動物、微生物中
に存する。多糖は、その物理化学的性質、即ち、その保水容量、被膜形成、及びレオロジ
ー（粘性、ゲル化、乳化）のため、多種多様な工業において広く用いられている。
【０００３】
　現在、植物（例えば、グァーガム、アラビアゴム、ペクチン）、藻類（例えば、アルギ
ン酸塩、カラギーナン、寒天）又は甲殻質（例えば、キチン）から得られる多糖が生体高
分子市場を独占しており、細菌多糖類はまだわずかしかない。細菌多糖類のより幅広い利
用を制限する主な要因として、多糖生成菌株の多くが病原性であり、その利用が一般に受
け入れがたいものであるという現実を挙げることができる。それにもかかわらず、最近、
その物理化学的性質及びレオロジーのため、従来の多糖に匹敵する可能性のある新規な細
菌多糖類の分離、同定に対する関心が増大している。植物及び藻類による多糖の製造は、
特に、気候及び環境による汚染などの影響を受けやすく、そのため、得られる高分子の量
及び質の両方に非常に大きなばらつきが生じてしまう。一方、多くの細菌多糖類は、植物
高分子には見られない様々な特性、例えば、抗癌性、抗ウイルス性、抗炎症性又は免疫刺
激活性等によって特徴付けられる。
【０００４】
　細菌多糖類は、広く研究されており、現在、従来の多糖、例えば、アルギン酸塩若しく
はカラギーナン、ストレプトコッカス・エクイによって生産されるヒアルロン酸及び真核
生物高分子に類似していることにより医療、製薬、化粧品に適用されているシュードモナ
ス属、リゾビウム属、アグロバクテリウム及びアルガリゲネス属の細菌によって生産され
るサクシノグリカンに比較して、物理的性質が向上している、アセトバクター・キシリナ
ムによって生産され、植物セルロースに類似する特性を有するバクテリアセルロース、も
っぱら細菌により生産され、リューコノストック属の細菌によって生産されたデキストラ
ン、及びバシラス属、ザイモモナス属及び乳酸菌により生産されたレバン等、キサントモ
ナス属の細菌によって生産されたキサンタン、並びにスフィンゴモナス・パウチモビリス
によって生産されたジェランガム等が、商業的にも開拓されてきている。
【０００５】
　化学製品に代わる再生可能な資源への関心が増してきているため、新たな製品の探求が
確実に高まり、新規な細菌多糖類が商業的関心を有して浮かび上がってきた。多糖の商業
的価値は、その組成、生産量及び抽出や処理の容易さに依存するだろう。産業的な発展は
、レオロジー特性、即ち、その粘性溶液形成能力、広範囲の温度及びｐＨに対する安定性
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、その特有の生物学的特性又は新規な適用に用いることができるという事実に依存するだ
ろう。
【０００６】
　ガラクトースに富む高分子は、潜在的に産業的関心を有する多糖に含まれる。これらの
高分子は、例えば、植物中におけるアラビアゴムとして、例えば、藻類中における例えば
、カラギーナン、寒天として、また、原生動物、菌類、酵母及び細菌を含むいくつかの微
生物中において見出される。グリコシル結合の型は様々なものを含むものの、微生物高分
子中におけるガラクトース残渣の存在はかなり一般的である。これらの多糖は、不定量の
ガラクトース、他の糖残渣、最も一般的には、グルコース、マンノース、ラムノース、ア
ラビノース又はフコースを含んでいるガラクトース（ガラクタン）のホモポリマー又はヘ
テロポリマーであろう。これらのポリマーの多くは、中性糖、酸性糖（例えば、グルクロ
ン酸、ガラクトウロン酸）、アミノ糖（例えば、Ｎ－アセチルグルコサミン、Ｎ－アセチ
ルガラクトサミン）を含んでいる。アシル基（例えば、酢酸エステル、ピルビン酸ケター
ル、スクシニル半エステル）又は無機残渣（例えば、硫酸塩、リン酸塩）のような非糖成
分の存在もまた、非常にありふれたものである。
【０００７】
　ガラクトースホモポリマーは、ビフィドバクテリウム・インファンティス（例えば、非
特許文献１参照）、ビフィドバクテリウム・カテヌラツム（例えば、非特許文献２参照）
、クレブシエラ・ニューモニエ（例えば、非特許文献３参照）、パスツレラ・ヘモリチカ
（例えば、非特許文献４参照）、セラチア・マルセセンス（例えば、非特許文献５参照）
、アゾリゾビウム・カウリノダンス（例えば、非特許文献６参照）、及びメチロバクテリ
ウム種ＶＴＴ－Ｅ－１１９２９（例えば、非特許文献７参照）等の細菌によって生産され
る。
【０００８】
　本発明の高分子の主な成分は、ガラクトース、他の中性糖、即ち、グルコース、マンノ
ース及びラムノースからなり、比較的高度な構造複雑性を示す。ビフィドバクテリウム・
インファンティス及びビフィドバクテリウム・カテヌラツムによって生産される、ガラク
トース残渣がフラノース環の形状として存在しているガラクタンとは異なっているが、本
発明の多糖は、全てのガラクトース残渣がビラノース環の形状として含まれている。一方
、参照されたガラクタンの抽出工程は、細胞壁成分が存在するため、かなり困難であるが
、本発明の高分子の抽出は、細胞外産物であるため、非常に容易である。クレブシエラ・
ニューモニエ、パスツレラ・ヘモリチカ、及びセラチア・マルセセンスによって生産され
たガラクタンは、リポ多糖類であり、代替的にガラクトースのピラノース環及びフラノー
ス環により構成される。上述の細菌の内、クレブシエラ・ニューモニエ及びセラチア・マ
ルセセンスはヒトに、パスツレラ・ヘモリチカは動物に感染し、その感染症の発症に関連
してガラクタンを生産する。このため、これらの高分子に対する関心は、商業的発展とは
異なり、細菌を生産することにより引き起こされる感染の発症の研究に制限される。さら
に、リポ多糖類を得るための抽出及び精製工程は、本発明の細胞外高分子の場合よりも、
非常に困難である。
【０００９】
　主成分としてガラクトースを含むヘテロポリマーは、幅広い微生物群、即ち、ビフィド
バクテリウム属、クレブシエラ属、エルウィニア属、メチロバクテリウム属、シュードモ
ナス属、ラクトバチルス属、アルカリゲネス属、及びストレプトコッカス属の細菌により
生産される。
【００１０】
　ラムノガラクタン（ガラクトースとラムノーストによって構成される多糖）は、ビフィ
ドバクテリウム属の細菌の一般的な細胞壁成分である。具体的には、ビフィドバクテリウ
ム・ロンガムの細胞壁多糖は、ガラクトース（約６０％）と、ラムノース（約４０％）と
により構成されており、ガラクトース及びラムノースは共にピラノース環形状である（例
えば、特許文献６参照）。本発明の高分子は、その上、細胞外に存在するという特質を有
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しているため、低い割合のラムノースを有し、また、他の中性糖（グルコース及びマンノ
ース）を有している点で、ビフィドバクテリウム・ロンガム高分子とは異なっている。
【００１１】
　クレブシエラ属のいくつかの細菌は、ガラクトースに富む細胞外ヘテロポリマーを生産
する。例えば、クレブシエラ種Ｋ３２系統は、不定量のピルビン酸を含有するガラクトー
ス（４５～６３％）とラムノース（１２～５５％）とにより構成される多糖を生産する（
例えば、非特許文献８参照）。クレブシエラ種Ｓ１１は、少量のウロン酸を含有する、ガ
ラクトース（６２．５％）とグルコース（２５％）とマンノース（１２．５％）とにより
構成される多糖を生産する（例えば、非特許文献９参照）。クレブシエラ・プランチコラ
　ＤＳＭ　３０９２は、ガラクトース（３８．２％）、マンノース（１５．９％）、グル
コース（１．７％）、グルクロン酸（１７．５％）、酢酸塩（５．３％）、コハク酸塩（
２．６％）及び硫酸塩（１４．６％）により構成される多糖を生産する（例えば、特許文
献１参照）。本発明の高分子は、これらの多糖と、その組成、即ち、ガラクトース、グル
コース、マンノース及びラムノースが同時に存在し、並びにウロン酸が存在しないという
点で異なっており、クレブシエラ・プランチコラにより生産された多糖とは区別される。
【００１２】
　ガラクトースに富むヘテロポリマーの生産はまた、メチロバクテリウム属の細菌内にお
いて行われる。例えば、メチロバクテリウム・オルガノフィラムにより生産される細胞外
多糖メチランは、ガラクトース、グルコース及びマンノース（モル比で４：３：３）、ア
シル基（ピルビン酸塩及び酢酸塩）並びにウロン酸により構成されている（例えば、特許
文献２参照）。本発明のポリマーは、より多量のラクトースを含有し、ウロン酸が存在し
ないという点で、前記多糖メチランと異なっている。
【００１３】
　エルウィニア属の植物病原性細菌の内、いくつかはガラクトースに富む多糖を生産する
。例えば、エルウィニア・アミロボーラは、ガラクトース（約８０％）及びグルクロン酸
（約２０％）、アシル基（酢酸塩及びピルビン酸塩）並びに微量のグルコースにより構成
される細胞外多糖であるアミロボランを生産する（例えば、非特許文献１０参照）。エル
ウィニア・ピリフォリアエは、アミロボランに類似するが、より多量の酢酸塩を含有する
と共に、グルコースを含有しない細胞外多糖を生産する（例えば、非特許文献１１参照）
。エルウィニア・ステワルティ（パントエア・ステワルティ　ｓｓｐ．　ステワルティ）
は、アミロボランに類似するが、より高いグルコースを含有する莢膜多糖類であるステワ
ルタンを生産する（例えば、非特許文献１２参照）。エルウィニア・クリサンセミ　Ｅｃ
ｈ６は、（同量の）ガラクトース及びフコース、グルコース並びにグルクロン酸により構
成される細胞外多糖を生産する（例えば、非特許文献１３参照）。本発明の高分子は、グ
ルクロン酸を含有しておらず、また、マンノース及びラムノースを含有している点で、こ
れらの高分子と相違する。
【００１４】
　いくつかのエントラバクター種（例えば、エントラバクター・アムニゲナス、エントラ
バクター・クロアカ）は、ガラクトース（２１～２４％）及びフコース（１６～２７％）
に富み、不定量のグルコース、マンノース及びラムノース、アシル基（酸酸塩及びピルビ
ン酸塩）、並びにウロン酸（グルクロン酸又はガラクツロン酸）を含有するヘテロ多糖類
を生産する（例えば、非特許文献１４参照）。ガラクトース、フコース、グルコース及び
グルクロン酸により構成されるコラン酸は、エントラバクター属の細菌により生産される
典型的な細胞外多糖である（例えば、非特許文献１５参照）。本発明の高分子は、ガラク
トースの含有量がより高く、フコースの含有量が微量又は全くなく、ウロン酸が不存在で
ある点で、これらの多糖とは相違する。
【００１５】
　ガラクトースに富むヘテロ多糖類の生産は、ビブリオ属の細菌内で行われる。例えば、
ビブリオ・ハーベイ内では、主成分がガラクトース及びグルコースで、少量のラムノース
、フコース、リボース、アラビノース、キシロース及びマンノースを含有する多糖が生産
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される（例えば、非特許文献１６参照）。この多糖は、より高いウロン酸、即ち、ガラク
ツロン酸含有量を示すことで、本発明の高分子とは区別される。
【００１６】
　アルカリゲネス属由来の細菌、即ち、アルカリゲネス　ＡＴＣＣ３１９６１系統は、典
型的にはグルコース及びラムノースを含有するが、さらに、グルクロン酸、ガラクトース
、マンノース、アラビノース、フコース及びリボースを含有する多糖を生産することがで
きるといわれている（例えば、特許文献３参照）。本発明の高分子は、ウロン酸を含有し
ていない点で、このような多糖とは相違する。
【００１７】
　ラクトバチルス属、ラクトコッカス属及びストレプトコッカス属由来のいくつかの乳酸
菌は、主成分がガラクトース及びグルコースである様々なヘテロ多糖類を生産する。これ
らの種としては、ラクトバチルス・デルブリュッキは、さらにガラクトース及びグルコー
ス、ラムノース又はマンノースを含有するいくつかの多糖を生産する。ラクトバチルス・
ラムノサス及びラクトバチルス・ケフィラノファシエンスは、ガラクトース及びＮ－アセ
チルガラクトサミンを含有する多糖を生産する（例えば、非特許文献１７～１９参照）。
ラクトコッカス・ラクティス亜種クレモリスは、ガラクトース及びグルコースにより構成
されるか、又はガラクトース、グルコース及びラムノースにより構成される多糖を生産す
る（例えば、非特許文献１９参照）。ストレプトコッカス種は、ガラクトース及びグルコ
ース、ラムノース、マンノース又はＮ－アセチルガラクトサミンを含有するいくつかの多
糖を生産する（例えば、非特許文献１９参照）。ストレプトコッカス・サーモフィルスは
、ガラクトース及びラムノースを含有する多糖を生産するか（例えば、非特許文献２０参
照）、又はガラクトース、ラムノース及びグルコースを含有する多糖を生産する（例えば
、特許文献４参照）。
【００１８】
　ガラクトースに富む多糖の生産はまた、シュードモナス属の細菌内で行われる。例えば
、シュードモナス・マルギナリスは、等モル量のガラクトース及びグルコースにより構成
される細胞外多糖を生産する（例えば、非特許文献２１参照）。シュードモナス・フルオ
レセンスは、主成分がガラクトース、マンノース及びアラビノースである細胞外多糖を生
産する（例えば、非特許文献２２参照）。シュードモナス・パウシモビリスは、典型的に
はグルコース及びラムノースを含有するが、グルクロン酸、ガラクトース、マンノース、
アラビノース、フコース及びリボースもまた含有する多糖を生産する（例えば、特許文献
３参照）。シュードモナス種ＡＴＣＣ　５３９２３は、マンノース、ガラクトース及びグ
ルコースをモル比で１．３：１．０：１．３で含有し、１０～２５％のウロン酸及び１０
～１５％の酢酸塩を含有する多糖を生産する（例えば、特許文献５参照）。本発明の高分
子は、マルギナランが、主成分としてガラクトース及びグルコースに加えて、マンノース
及びラムノースもまた含有する点で相違する。シュードモナス・フルオレセンスによって
生産された多糖内においてアラビノースが存在しているのに対して、本発明の多糖はアラ
ビノースが微量しか存在しないか、又は全く存在しないため区別される。本発明の高分子
はまた、シュードモナス・パウシモビリス及びシュードモナス種ＡＴＣＣ　５３９２３が
主にウロン酸を含有していない点で相違する。
【００１９】
　本発明の高分子は、他のガラクトースに富む多糖と、微生物起源、即ち、主成分として
ガラクトースに加えて、中性糖、グルコース、マンノース及びラムノースを含有しており
、さらに、ウロン酸及びアミノ糖が存在しない点で区別される組成を有している。
【００２０】
　本発明の高分子は、細胞外生成物であり、細菌の細胞壁又は色部若しくは藻類の細胞壁
の組成であるいくつかの多糖に比較して、その抽出が比較的容易な工程である。
【００２１】
　その生分解性により、ガラクトースに富む高分子は、いかなる環境問題も引き起こさな
い。本発明の多糖は、レオロジー特性、即ち、その偽塑性流体としての性質及びその優れ
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た粘度、広範囲のｐＨ及び温度に対する安定性を有する水溶液を形成する能力に対して関
心が持たれている。
【００２２】
　微生物により生産された多糖の組成及び量は、遺伝子的に決定された特徴であるけれど
も、培養条件を変化させることにより影響を与えることができる。多糖の生産は一般的に
は、他の栄養素（例えば、窒素又はリン）による制限と併用しての過度の炭素源の存在、
微好気性若しくは嫌気条件又は過剰曝気、塩ストレス、陽イオンの存在（例えば、Ｃａ２

＋、Ｓｒ２＋）又は毒性化合物若しくは微生物増殖阻害剤（例えば、抗生物質又はＨ２Ｏ

２）を好適とするストレス応答の一端として誘導される。生産される多糖の量は、培地組
成及びインキュベーション条件、特に、細胞内及び細胞外の両方における炭素利用能及び
炭素と他の栄養との間の割合により影響される。
【００２３】
　細胞外細菌多糖類を生産するための大抵の発酵工程は、純粋培養で行われる（例えば、
特許文献５～８参照）。２又はそれ以上の微生物の混合培養を用いることも可能ではある
が、少なくとも１つの微生物が対象とする高分子を生産することができる必要がある。こ
の具体例としては、シュードモナス・マルトフィリアＤＳＭ　２１３０と、アグロバクテ
リウム・トゥメファシエンスＤＳＭ　２１２８との混合培養によって細胞外多糖が生産さ
れる。
【００２４】
　細菌多糖類の生産は、通常、最も一般的に用いられる炭素源として糖（例えば、グルコ
ース、スクロース、でんぷん）の存在下、好気性発酵によって行われる。上述した微生物
性のガラクトースに富む多糖を製造するための大抵の工程では、主にグルコース、又はい
くつかの場合ではスクロース若しくはラクトースを、炭素源の糖として用いている。メチ
ロバクテリウム・オルガノフィラムによりメチランを生産するためには、メタノールを炭
素源として用いるか、代替的にメタノールと、グルコース、マンノース、ガラクトース又
はコハク酸塩の混合物を用いる。本発明の方法は、微生物発酵のために、グリセロール又
はグリセロールに富む基質を炭素源として用いる。グリセロールの使用は、グリセロール
を消費（例えば、バイオディーゼル生産由来のグリセロールに富む製品）に対する商品価
格変動を抑えることができるという利点があり、このため炭素源に関連する生産コストを
低減することができる。本発明の方法は、グリセロール又はその混合物を代替となる他の
炭素源（例えば、糖、メタノール）としての使用を考慮することもできるため、より多目
的な方法とすることができる。
【００２５】
　好気性発酵において、培養ブロスの粘度は継続的に増大し、高粘度状態に到達してしま
うため、このような方法における主な困難さの一つは、ブロスにおける効率的な酸素及び
栄養の分布を維持することである。このことは、しばしば、高い曝気率又は高い攪拌率を
維持することにより生じる。一方、物質移動及び高分子の回収を向上させるための粘度の
減少は、ヌクレアーゼを添加して細胞溶解物とするか、又はヌクレアーゼ産生能を備える
ように設計された微生物系統を用いることで達成される。実際、ラルストニア・ユートロ
ファ、メタロバクテリウム・オルガノフィラム、エロモナス・キャビエ、アゾトバクター
・ビネランジー、アルカリゲネス・レータス、エシェリキア・コリ及びクレブシエラのよ
うな細菌と同様に、シュードモナス属も、遺伝子的に操作され、ポリヒドロキシアルカノ
エート及び多糖を生産する間、ヌクレアーゼを生産する（例えば、特許文献８参照）。こ
れらの方法は、生産される多糖の型及び用いられる炭素源において、本発明とは異なって
いる。本発明の方法において、ガラクトースに富む高分子の生産は、曝気を最小限にする
ことができる低溶存酸素濃度で行うことができるので、運用コストを減少することができ
る。
【００２６】
　細胞外多糖及び細胞内生体高分子、即ち、ポリヒドロキシルアルカノエート（ＰＨＡ）
の共生産は、特定の増殖条件下、いくつかの微生物において自然に行われる。多糖とＰＨ
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Ａとを同時に生産することができる微生物として、例えば、以下の細菌を挙げることがで
きる。リゾビウム属の細菌（例えば、リゾビウム・メリロッティ）は、細胞内予備物質と
してポリヒドロキシブチラート（ＰＨＢ）を蓄積すると共に、グルコース、ガラクトース
及びグルクロン酸により構成される細胞外多糖を生産する（例えば、非特許文献２３参照
）。アゾトバクター・ビネランジー及びシュードモナス・エルジノーサは、細胞外多糖、
アルギン酸塩を生産すると共に、細胞内ＰＨＢを蓄積する（例えば、非特許文献２４、２
５参照）。本発明の方法は、細胞内生体高分子、即ちＰＨＡを生産すると同時に、ガラク
トースに富む細胞外高分子を生産するために用いることができる。
【００２７】
　細胞外細菌多糖類を回収するために、通常細胞の分離工程を備えており、続いて、高分
子を不溶性にするため、水混和性溶媒を添加することにより、高分子を沈殿させる工程を
備える（例えば、特許文献５参照）。高分子の目的とする使用方法によって、さらに付加
的な精製工程を行ってもよい。一方、高純度にする必要がない場合には、培養ブロスから
直接用いるようにしてもよい（例えば、特許文献９参照）。
【００２８】
　多糖は、医療産業、食品産業、製薬産業、化学産業等、広範囲に応用することができる
（例えば、特許文献７参照）。
【００２９】
　食品産業においては、ガラクトースに富む多糖は、液体系における増粘剤、結合剤、ゲ
ル化剤、テクスチャリング剤（texturing agent）、乳化剤及び安定剤として、例えば、
サラダドレッシング、酢、アイスクリーム、ケチャップ、マスタード、乾燥製品（例えば
、スープ、ソース、シリアル及びパン粥）、及び肉製品（例えば、ソーセージ）に適用す
ることができる。製薬産業においては、結合剤及び薬剤放出性助剤として用いることがで
きる。
【００３０】
　いくつかの細菌多糖類は凝集活性を備えており、単独又は他の生体高分子、例えばキチ
ン誘導体、ガラクトマンナン、グルコマンナン、アルギン酸塩及びでんぷん等と混合して
用いることができる（例えば、特許文献３参照）。凝集剤は、コロイド及び細胞集合中で
有益であり、例えば、水処理、食品産業及び鉱業、現在産業的等に用いられている。無機
凝集剤及び合成有機凝集剤は、安価な製品であるが、生分解性が低い。一方で、これら凝
集剤のいくつかは、ヒトの健康に対して危険である。即ち、ポリアクリルアミドは、その
モノマーが神経毒性を有し、ポリ塩化アルミニウムは、アルツハイマー病を引き起こす。
天然凝集剤は、通常低い凝集活性を有するけれども、安全、かつ生分解可能であり、近い
将来確実にその利用が増すであろう。
【００３１】
　多糖のような微生物によって生産される高分子化合物は、高い割合で存在すると、有毒
金属の固定能を有する。この能力は、化学組成及び生体高分子の分子構造に依存する。ア
ルギン酸塩及びキサンタンゴムなどの細菌多糖類は、アクチニド（例えば、プルトニウム
）を固定し、耐食性凝集体を形成する。土壌及び水に混入した有毒金属を取り除くための
細菌多糖類の使用は、大きな将来性を有しており、その適用関心が増大している。
【００３２】
　ガラクトースに富む多糖、即ち、グァーガムは、現在、他の業界において、例えば、紙
特性（紙強度及び印刷に対する表面の改良）の向上のため製紙業に、スラリー爆薬中の結
合剤として、若しくは棒状火薬の防水剤として爆薬に、掘削井戸における懸濁液として石
油産業に、用いられるスラリーの増粘付与部分に併合されたハイドロマルチング（hydrom
ulching）に、染色の増粘剤として繊維工業に用いられている。
【００３３】
　その生分解性により、多糖は、包装用フィルムの製造にも適用されていることが分かる
。アルギン酸塩、キトサン、でんぷん、ジェラン及びペクチンのような生体高分子は、気
体（二酸化炭素及び酸素）に対する低い透過性を備えているため、食品包装用の生分解性
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フィルムの開発に用いられている。
【００３４】
　ガラクトースに富む多糖はまた、オリゴ糖（２～１０個のモノマーからなる高分子）に
転換され得るため、食品産業に利用されてもよい。従来の食品添加物が、消費者にとって
人気がなくなってきているため、これらの天然化合物をプレバイオティクス（非発癌性、
非消化性及び低カロリー化合物であり、消化管における微生物叢の発展を刺激する）とし
て用いる関心が高まっている。近年、大量のオリゴ糖を得る最善の戦略は、物理的処理（
マイクロウェーブ処理、加熱処理、放射線処理、超音波処理）、化学的処理（酸加水分解
）、酵素反応（微生物酵素を用いる）又は特定の微生物の作用により多糖を分解すること
を基本とすることである。
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００３７】
　本発明は、ガラクトース、グルコース、マンノース及びラムノースにより構成される高
分子量の多糖を主要構成要素とする生体高分子に関する。前記多糖は、さらに、微量のキ
シロース、フコース、リボース、アラビノース又はフルクトース及びアシル基のような非
糖成分を含んでもよい。本発明の高分子は、有機溶媒に不溶であり、偽塑性流体の性質を
有する高粘性水溶液を形成する。前記高分子の水溶液は、ｐＨが３～１０の範囲の間で粘
度が安定しており、そして、温度が０℃から１００℃に上昇するのに伴い、その粘度が低
下する。本発明の高分子は、凝集活性及び乳化活性、並びに膜形成能を備える。
【００３８】
　本発明はまた、曝気され、攪拌されている生物反応器において、炭素源としてグリセロ
ール又はグリセロールに富む基質を用いる微生物発酵によりガラクトースに富む高分子を
生産する方法を提供することを目的とする。本発明の方法によれば、グリセロール又はグ
リセロールを有する混合物中における代替物として、他の炭素源（例えば、糖、アルコー
ル、有機酸又はアルカン）を用いることができるだろう。本発明の方法は、さらに、食品
又は産業廃棄物、例えば、乳清又はオリーブオイル生産廃棄物などのバイオディーゼル生
産由来のグリセロールに富む製品を用いることができるだろう。
【００３９】
　本発明の発酵工程における微生物培養は、例えば、シュードモナス属、クレブシエラ属
、メチロバクテリウム属、エルウィニア属、アルカリゲネス属、ラクトバチルス属、スト
レプトコッカス属又はラルストニア属由来の細菌が用いられる。前記微生物培養は、好ま
しくは、シュードモナス・オレボランス系統が用いられる。前記微生物培養は、ガラクト
ースに富む高分子を生産することができるものの中で、野生型又は変異型の微生物が用い
られる。このような微生物培養は、ガラクトースに富む高分子を生産することができる少
なくとも一つの微生物の純粋培養又は混合培養とすることができる。
【００４０】
　ガラクトースに富む高分子の生産に用いられる発酵工程は、曝気されている水性栄養培
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地において微生物を培養し、増殖させる工程からなる。前記発酵工程は、高溶存酸素濃度
において開始されるが、細胞が増殖するにつれて、当該溶存酸素濃度は徐々に低下させら
れ、３０％以下、好ましくは１０％以下若しくは０％に制御される。ガラクトースに富む
高分子は、窒素制限及び炭素利用可能条件下において、低溶存酸素濃度を維持しつつ生産
される。
【００４１】
　本発明は、発酵工程が終了し、乾燥工程を経た後、培養ブロスの直接使用によりガラク
トースに富む高分子を回収する方法を提供することを目的とする。本発明はまた、天然型
のガラクトースに富む高分子の抽出工程と同様に、その精製工程を提供することを目的と
する。本発明の高分子の抽出工程は、培養ブロスを遠心分離することによる細胞体の除去
と、その後、沈殿剤（例えば、エタノール、アセトン）を添加することによる高分子の沈
殿とからなる。前記高分子の精製工程は、１つ以上の追加工程（例えば、高分子水溶液の
透析、限外ろ過又はダイアフィルトレーション（diafiltration））を含む。
【００４２】
　本発明はまた、ガラクトースに富む高分子を、いくつかの食品及び工業への応用（例え
ば、製薬、工業、紙、繊維製品、爆発物等）に利用すること及びそのオリゴ糖源としての
使用、並びに生分解性フィルムの製造に関する。
【図面の簡単な説明】
【００４３】
【図１】２０℃の温度で、０．０１ｇ／ｍＬ（０．１Ｍ－ＮａＣｌ）の濃度において、定
常応力スウィープテストにより測定した、市販のキサンタン（◇）、グァーガム（▽）、
カルボキシメチルセルロース（△）、アルギン酸塩（○）及びガラクトースに富む高分子
（□）の溶液の粘度に依存するせん断率を示す図。
【図２】本発明の高分子を生産するための発酵工程における炭素源（グリセロール）及び
窒素源（アンモニウム）の消費の経時変化、並びにバイオマス及び天然高分子の生産を示
す図。グリセロール及びアンモニウムは、発酵の２０時間後、生物反応器内に継続的に供
給される。
【図３】発酵９６時間後における発酵ブロスのレオロジー特性（粘度及び応力・歪み対せ
ん断率）を示す図。
【発明を実施するための形態】
【００４４】
　１．高分子の特徴付け
　本発明は、ガラクトース（５０～９０％）、グルコース（１～２５％）、マンノース（
１～２５％）及びラムノース（０．５～２０％）を備える高分子量（１０６以上）のヘテ
ロ多糖類を主成分とする生体高分子に関する。本発明の多糖は、さらに、微量のキシロー
ス、リボース、フコース、アラビノース又はフルクトースを含んでもよい。このようなガ
ラクトースに富む高分子は、非糖成分として、アシル基、即ち、酢酸エステル、ピルビン
酸ケタール及びスクシニル半エステル、並びに無機残渣、即ち、リン酸塩及び金属カチオ
ンを含む。本発明の多糖の成分分析によれば、ウロン酸及びアミノ糖が存在しないことが
確認された。
【００４５】
　本発明の高分子の物理特性、即ち、その溶解度及びその水溶液の粘度を、異なる起源、
即ち、植物（グァーガム、アラビアゴム及びペクチン）、藻類（アルギン酸ナトリウム、
κ－カラギーナン及び寒天）及び細菌（キサントモナス・カンペストリス由来のキサンタ
ンガム、スフィンゴモナス・パウチモビリス由来のジェランガム）由来の他の多糖と比較
する。その結果、本発明の高分子は、有機化合物（例えば、ヘキサン、ブタノール、酢酸
エチル、クロロホルム及びトルエン）に不溶であり、粘性水溶液を形成する点において、
参照した異なる多糖に類似する挙動を示すことが分かる。
【００４６】
　本発明のガラクトースに富む高分子の水溶液の粘度を考慮すると、当該高分子は、せん
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断率の減少に伴う粘度の増加及びせん断応力の減少によって特徴付けられる偽塑性流体と
しての挙動を示す。前記高分子の水溶液は、実際にはｐＨ値が３～１１の範囲の間で粘度
が一定であり、ｐＨが３より小さいか、又は１１を越えると、部分的に粘度が低下する。
この水溶液粘度の低下は、前記高分子が、ｐＨ値が３より小さいか、又は１１より大きく
なると、部分的に分解されることに関する。前記高分子の水溶液は、温度が１００℃より
低くなると、４℃に到達するまでその粘度が上昇する。前記ガラクトースに富む高分子を
高温（８０～１００℃）及びオートクレーブ処理（１２０℃、１気圧、２０分間）に曝す
と、偽塑性流体としての挙動が維持される。
【００４７】
　ガラクトースに富む高分子水溶液は、５Ｐａ・ｓに到達するゼロせん断粘度を有する低
いせん断率において、ニュートン挙動を示すが、一方、せん断ひ薄化挙動（shear thinni
ng behavior）は、１ｓ－１を越えるせん断率が観察される。この流動作用は、事実上、
グァーガム溶液により示される作用と同様である。粘度増強特性の観点から、本発明の高
分子は、カルボキシメチルセルロース及びアルギン酸塩の両方より優れており、アルギン
酸塩は、より小さいゼロせん断粘度を示し、また、より少ないせん断ひ薄化を示す。反対
に、ガラクトースに富む高分子水溶液は、キサンタン溶液より小さな粘度を示す。
【００４８】
　ガラクトースに富む高分子は、凝集活性及び乳化活性の両方を有しており、膜形成能を
備える。
【００４９】
　２．高分子の生産
　２．１．微生物の培養
　ガラクトースに富む高分子は、微生物発酵工程により得られる。前記培養される微生物
は、シュードモナス属、クレブシエラ属、メチロバクテリウム属、エルウィニア属、アル
カリゲネス属、ラクトバチルス属、ストレプトコッカス属又はラルストニア属の一つに属
する細菌であるだろう。培養される微生物は、好ましくは、シュードモナス・オレボラン
ス系統である。
【００５０】
　培養される微生物は、ガラクトースに富む高分子を生産することができる野生型の微生
物、又はその変異型であってもよい。代替的に、純粋培養又は２又はそれ以上の微生物で
あって、少なくとも１つは本発明のガラクトースに富む高分子を生産することができる微
生物の混合培養を行ってもよい。
【００５１】
　２．２．培地
　微生物発酵に用いられる培地は、炭素源、窒素源及び無機塩を含む栄養水性培地からな
る。炭素源は、好ましくはグリセロール又はグリセロールに富む基質である。代替的に、
炭素源は、単量体の糖、二量体の糖若しくはオリゴ糖（例えば、グルコース、フルクトー
ス、スクロース、マルトース、ラクトース）、アルコール（例えばメタノール、エタノー
ル、マニトール、ソルビトール）、有機酸（例えば、クエン酸塩、酢酸塩、リンゴ酸塩、
コハク酸塩、乳酸塩、オクタン酸塩）、アルカン（例えば、ヘキサン、オクタン）又はそ
れらの混合物であってもよい。炭素源は、例えば、糖液、バイオディーゼル生産由来のグ
リセロールに富む製品、乳清又はオリーブオイル生産廃棄物等の上記参照された１つ以上
の化合物を含んでいてもよい。
【００５２】
　微生物発酵に用いられる窒素源は、無機塩（例えば、アンモニウム塩、硝酸塩）、有機
窒素化合物（例えば、尿素、アミノ酸）若しくはそれらの混合物又は、例えば、大豆粉末
、酵母抽出物、小麦のふすま又は尿素等の窒素源化合物を含む食品又は産業廃棄物であっ
てもよい。
【００５３】
　培地はまた、特に、ＳＯ４

２－、Ｃｌ－、ＣＯ３
２－からなるアニオンを備える塩を含
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む。培地はまた、ナトリウム、カリウム、カルシウム、コバルト、マンガン、鉄及びマグ
ネシウムなどの微量金属を含む。
【００５４】
　上述した培地は、単に用いることができる広範な種類の培地を説明するためのものであ
り、これらに限定するものではない。
【００５５】
　２．３．発酵条件
　発酵工程は、圧縮された空気による曝気下、上述した水性栄養培地に、微生物培養のた
めの植菌を行うことにより開始される。温度は、５～７５℃の範囲の間、好ましくは２６
～３７℃の範囲の間に管理され、ｐＨは、４．０～９．０の範囲の間、好ましくは６．０
～７．５の範囲の間に管理される。曝気速度は、発酵の間、溶存酸素濃度管理として、０
．１～２．０ｖｖｍの範囲の間で一定に維持するか、又は０～２．０ｖｖｍの範囲の間で
可変にしてもよい。
【００５６】
　発酵工程の開始時は、溶存酸素濃度が細菌の細胞増殖を促進することができる８０％以
上に維持される。細胞増殖に伴い、溶存酸素濃度を、８０％以上の初期値から徐々に減少
させて約５０％にする。その後、培地と全く同一の組成か、又は炭素源が２～５倍高い濃
度の供給溶液を、断続的に、又は継続的に供給する。培養が安定増殖期に入り、高分子が
生産されるときには、供給する溶液は窒素源を全く含まないものであってよい。結果的に
、培養は窒素制限（窒素濃度は０又は０．３ｇ／Ｌ以下、好ましくは０．１ｇ／Ｌ以下）
、及び利用可能炭素制限（炭素濃度は１０～１００ｇ／Ｌ、好ましくは１０～２０ｇ／Ｌ
）条件下で行われる。
【００５７】
　細胞増殖に伴い、この瞬間から、０～２０００ｒｐｍの範囲の間で、好ましくは４００
～８００ｒｐｍの範囲の間で機械的攪拌を自動変化させることにより、溶存酸素濃度を徐
々に減少させ、３０％以下の値に、好ましくは１０％以下、若しくは０％にさえ到達させ
る。このような条件下、即ち、窒素制限及び利用可能炭素制限において、約１０～３０時
間の範囲の間で、溶存酸素濃度が０％又は１０％以下になるのに伴い、ガラクトースに富
む高分子の生産に関連して、培養ブロス粘度が急増する。
【００５８】
　ガラクトースに富む高分子の生産は、粘度の上昇によって、発酵工程を９６～１６０時
間の範囲の期間で維持される。発酵のいくつかの時点において、培養ブロスは、高粘度に
なり、生物反応器内の混合、密集度、酸素、熱伝導の観点において均一性が損なわれる。
最大高分子生産は、培養の管理条件及び発酵時間と同様に、高分子の純度にも依存して、
１～５０ｇ／Ｌの範囲の間で変動するだろう。
【００５９】
　ガラクトースに富む高分子の生産工程の結果、細胞内生体高分子、即ち、ポリヒドロキ
シアルカノエートが共生産され、脂肪乾燥重量の６０％以上を示すかも知れない。
【００６０】
　３．発酵産物の抽出及び精製
　発酵終了後、ガラクトースに富む高分子は、発酵ブロスを単に８０℃以上の温度にして
乾燥させることにより、又は凍結乾燥することにより、直接回収することができる。
【００６１】
　代替的に、ガラクトースに富む高分子を、その天然型において、当該高分子が不溶性で
ある場合、水混和性溶媒からなる沈殿剤、好ましくは、例えば、アルコール（例えば、メ
タノール、エタノール、イソプロパノール）又はケトン（例えば、アセトン）等を添加す
ることにより、培養ブロスから沈殿させてもよい。ガラクトースに富む高分子を、培養ブ
ロス１リットルあたり、沈殿剤を１～５リットル添加することにより沈殿させる。高分子
を、細胞及び塩と共に共沈殿させて、そして８０℃以上の温度にして乾燥させ、又は凍結
乾燥させる。代替的に、沈殿させられた高分子は、乾燥又は凍結乾燥の前に、水に溶解し
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てもよい。
【００６２】
　もう一つの抽出工程において、高分子は培養ブロスを遠心分離する（２００００ｒｐｍ
、３０分）ことにより細胞を除去する工程を含んでおり、続いて、沈殿剤（培養ブロス１
リットルに対して１～５リットルの沈殿剤）を添加することにより沈殿させる。細胞の除
去は、遠心分離に先立って、培養ブロスの希釈（培養ブロス１リットルに対して１～９リ
ットルの脱イオン水の添加）により容易にされる。沈殿された高分子は、続いて、乾燥さ
れた沈殿物を、又は水で希釈した後、８０℃以上の温度にすることで乾燥させてもよく、
又は凍結乾燥させてもよい。
【００６３】
　高純度の高分子を得るために、高分子はさらに１つ又はいくつかの後工程に供せられる
。前記後工程は、（１ｇ／Ｌ未満に）希釈された水溶液から高分子を再沈殿させる工程、
タンパク質分解酵素（例えば、トリプシン）又は細胞溶解酵素（例えば、リゾチーム）を
使用する工程、タンパク質沈殿剤（トリクロロ酢酸）又は核酸を添加する工程、高分子の
水溶液の透析、限外ろ過又はジアフィルトレーションである。精製工程の後、沈殿工程に
続いて、又は水で希釈した後、高分子を８０℃以上の温度にすることで乾燥させてもよく
又は凍結乾燥させてもよい。
【００６４】
　４．ガラクトースに富む高分子の適用
　本発明の高分子は、乳化活性及び凝集活性を有しており、ｐＨ、イオン強度及び温度変
化に対して安定した粘度を有する粘性溶液を形成する。この方法によれば、この高分子は
、アルギン酸塩、カラギーナン、グァーガム及びキサンタンガムと同一の領域、例えば、
食品業界及び製薬業界と同様に、化粧品業界等の分野に適用することができる。
【００６５】
　ガラクトースに富む高分子は、技術的にかつ食品に適用する際に、増粘剤、結合材、ゲ
ル化剤、乳化剤、テクスチャリング剤及び懸濁剤として、単独、又はアルギン酸塩、カラ
ギーナン、グァーガム、ジェランガム及びキサンタンガム等の他の高分子と混合して用い
てもよい。ガラクトースに富む高分子を食品に適用する具体例として、サラダドレッシン
グ、酢、アイスクリーム、ケチャップ、マスタード、フルーツジュース、野菜ジュース、
乾燥製品（例えば、スープ、ソース、シリアル）及び肉製品（例えば、ソーセージ、及び
フルオフ（full offes））を挙げることができる。
【００６６】
　この高分子は、紙の表面密度を増加させ、印刷を容易にするための増粘剤として製紙工
業において用いることもできる。グァーガムと同様に、シート形成を強化し、紙強度を増
加させることができる。
【００６７】
　ガラクトースに富む高分子は、製薬業界における結合材及び崩壊剤として及び化粧品製
品（例えば、歯磨き粉）の増粘剤として適用してもよい。
【００６８】
　前記高分子を単独、又は他の生体高分子、例えば、でんぷん、ペクチン、アルギン酸塩
、カラギーナン、グルテン、ジェラン及びキトサン等と組み合わせて、生分解フィルムの
開発に用いることができる。このようなフィルムは、気体（酸素及び二酸化炭素）の透過
性が低いので、特定の食品に対する包装用物質として適しているだろう。
【００６９】
　キトサン、でんぷん及びグァーガム等の多糖は、放出制御薬物のためのミクロスフィア
の製造において検証される。本発明の高分子は、同様に、単独又は他の生体高分子と混合
されて用いられてもよい。
【００７０】
　本発明の高分子と同様の化学組成を有する多糖であるグァーガムは、他の適用として
・スラリー爆薬中の結合材として、又は棒状火薬の防水剤として爆薬（例えば、硝酸アン
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モニウム、及びニトログリセリン）に、
・掘削井戸における懸濁液として石油産業に、
・染色の増粘剤として繊維工業に
・凝集剤として、水処理及び鉱業に
広く用いられる。
【００７１】
　ガラクトースに富む高分子はまた、物理的処理（マイクロウェーブ、加熱処理、放射線
処理、超音波処理）、化学的処理（酸加水分解）、酵素反応（微生物酵素を用いる）又は
特定の微生物の作用によりオリゴ糖に転換されてもよい。得られたオリゴ糖は、消化管に
おける微生物叢（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ　ｅ　Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉ）の刺
激を含むのと同様に、有害な微生物（エシェリキア・コリ、クロストリジウム種及びサル
モネラ）の増殖を阻害するプレバイオティクス特性を有していてもよい。また、これらの
オリゴ糖は、医療特性、即ち、結腸癌の予防及び抗炎症作用を有しているかもしれない。
【実施例】
【００７２】
［実施例１］シュードモナス・オレボランスのグリセロール発酵により生産されたガラク
トースに富む高分子の生産
　シュードモナス・オレボランスＮＲＲＬ　Ｂ－１４６８２を表１に示す組成を有する栄
養培地８Ｌに植菌した。生物反応器（Ｂｉｏｓｔａｔ　Ｂ－ｐｌｕｓ（商品名）、Ｓａｒ
ｔｏｒｉｕｓ社製）の条件は、管理される温度が３０℃であり、１Ｍ－ＮａＯＨ又は１Ｍ
－Ｈ２ＳＯ４の自動添加により、管理されるｐＨが６．７５～７．００の範囲の間であり
、曝気速度が０．５ｖｖｍに対応する４ｓｌｐｍ（標準リットル／分（standard liters 
per minute））で一定とした。細胞増殖に伴い、溶存酸素濃度を発酵開始時点における８
０％から徐々に低下させ、２０時間以内に約５０％とした。
【００７３】
　培養が開始された瞬間から、グリセロール濃度が２００ｇ／Ｌであることを除き、表１
に示す組成と全く同一の供給溶液を継続的に供給した（約２１ｍｌ／分）。従って、培養
は、窒素制限（アンモニウム濃度を０．３ｇ／Ｌ以下）及び利用可能炭素制限（グリセロ
ール濃度を２０ｇ／Ｌより高く維持）条件下で行われた。

 
【００７４】
　攪拌速度を４００～８００ｒｐｍの範囲の間で自動可変にすることにより、溶存酸素濃
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度を、細胞増殖に伴い徐々に低下させ、（発酵４６時間以内に）１０％にまで到達させた
。この条件下で約２０時間後、ガラクトースに富む高分子の生産の結果、培養ブロス粘度
が急激に上昇した。
【００７５】
　ガラクトースに富む高分子の生産は、発酵時間の９６時間以上に渡って維持され、天然
型の高分子の濃度が２３ｇ／Ｌ（図２）に到達した。その時には、高い粘度のため、均一
な培養ブロスを維持することができなくなり、発酵工程を終了とした。
【００７６】
［実施例２］シュードモナス・オレボランスのグリセロール発酵により生産されたガラク
トースに富む高分子の抽出及び精製
　実施例２に記載したように、発酵工程が終了した後、天然型であるガラクトースに富む
高分子を、エタノールを添加（１Ｌの栄養ブロスに対して３Ｌの９６％エタノール）し、
その混合物を－２０℃で１時間保管することにより、培養ブロスから沈殿させた。所定の
時間が経過した後、沈殿された高分子を遠心分離（１００００ｒｐｍ、５分）によって回
収し、得られた画分を３７℃で４８時間乾燥させ、残りを凍結乾燥（２４時間）した。こ
の高分子は、前記乾燥した高分子の脱イオン化水（１ｇ／Ｌの濃度）中における分解、細
胞を除去するための遠心分離（２００００ｒｐｍ、３０分）、エタノールの添加による再
沈殿、最終的な凍結乾燥により、さらに精製された。
【００７７】
　［実施例３］シュードモナス・オレボランスのグリセロール発酵により生産されたガラ
クトースに富む高分子の化学的分析
　実施例１記載の発酵工程及び実施例２記載の抽出及び精製工程により得られた高分子の
グリコシル組成を、試料から酸性メタノリスによって生産された単糖類メチルグリコシド
のｐｅｒ－Ｏ－トリメチルシリル（ＴＭＳ）誘導体のガスクロマトグラフィ／質量分析（
ＧＣ／ＭＳ）の組み合わせにより分析した。
【００７８】
　メチルグリコシドを、先ず８０℃（１８～２２時間）でメタノール中における１Ｍ－Ｈ
Ｃｌ内において、メタノリシスにより乾燥試料から製造し、続いて、メタノール中におい
てピリジン及び無水酢酸（アミノ糖の検出のため）を有するｒｅ－Ｎ－アセチル化を行っ
た。得られた試料を、その後、Ｔｒｉ－Ｓｉｌ（商品名、Ｐｉｅｒｃｅ社製）により８０
℃で（０．５時間）処理することによりｐｅｒ－Ｏ－トリメチルシリル化した。ＴＭＳメ
チルグリコシドのＧＣ／ＭＳ分析を、インターフェースで５９７０ＭＳＤ（商品名）に接
続されたＨＰ５８９０ＧＣ（商品名）により、シリカキャピラリーカラム（３０ｍ・０．
２５ｍｍＩＤ）に結合されたＡｌｌ　Ｔｅｃ　ＥＣ－１（商品名）を用いて行った。イノ
シトールを内部標準として、誘導体化する前に試料に添加した（各試料に対して２０μｇ
）。単糖類を、内部標準に比較した滞留時間により同定し、質量分析によりこれらの特徴
を証明した。分析された試料は、主にガラクトース及び少量のマンノース、グルコース及
びラムノースと、微量のキシロース、リボース又はフコースを含んでいた。
【００７９】
　グリコシル結合のため、乾燥された試料をペルメチル化、解重合、還元及びアセチル化
した。その結果生じた部分メチル化アルジトール酢酸（ＰＭＡＡ）をＧＣ／ＭＳにより分
析した。先ず、試料の一定分量を、乾燥ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）中の水酸化ナ
トリウム及びメチルヨウ化物で処理することでペルメチル化した。ペルメチル化は、高分
子を完全にメチル化するために２回繰り返して行った。試料の詳細な分析に続いて、ペル
メチル化物質を２Ｍのトリフルオロ酢酸（ＴＦＡ）を用いて加水分解し（シールド管中、
１２１℃で２時間）、ＮａＢＤ４により還元し、そして無水酢酸／ＴＦＡを用いてアセチ
ル化した。生じたＰＭＡＡをインターフェースで５９７０ＭＳＤに接続されたＨｅｗｌｅ
ｔｔ　Ｐａｃｋａｒｄ　５８９０ＧＣ（質量選択検出器、電子衝突電離モード）を用いて
分析し、シリカキャピラリーカラムに結合された３０ｍＳｕｐｅｌｃｏ２３３０結合相上
で分離を行った。得られた結果物は、高分子が高度の複雑性を有し、おそらく、高度に分
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枝していることを示した。全ての単量体がピラノース環形状内に存在していた。
【００８０】
　ガラクトースに富む高分子に存在するアシル基に対して、有機酸を検出するために、高
速液体クロマトグラフィ（ＨＰＬＣ）により分析を行った。精製された高分子の乾燥試料
を、９９％ＴＦＡ（高分子の水溶液２ｍｌに対して２５μｌのＴＦＡ、１２０℃、２時間
）を用いて加水分解し、ＵＶ検出器に接続されたＡｍｉｎｅｘ　ＨＰＸ－８７Ｈ（商品名
、Ｂｉｏｒａｄ社製）を用いるＨＰＬＣにより分析した。移動相は、５０℃の温度で０．
６ｍＬ／分の流速でＨ２ＳＯ４（０．０１Ｎ）であった。その結果、いくつかの有機酸、
特に、ピルビン酸塩及び酢酸塩が検出された。アシル基の含有量は、高分子の精製に依存
しており、天然高分子から粗製ポリマー及び精製ポリマーへとその量が減少する。
【００８１】
［実施例４］シュードモナス・オレボランスのグリセロール発酵により生産されたガラク
トースに富む高分子の粘度測定
　培養ブロスの粘度を、ブルックフィールドデジタル粘度計を用いて、実施例１の発酵工
程中に測定した。測定により得られた結果から、シュードモナス・オレボランスのグリセ
ロール発酵により生産されたガラクトースに富む高分子は、偽塑性流体挙動を有する溶液
に由来すると結論付けることができる（図３）。
【００８２】
　精製された高分子０．５ｇ／Ｌを有する生産された溶液の粘度は、ｐＨにより異なる値
が測定された。前記溶液のｐＨは、酸（ＨＣＬ）又は塩基（ＮａＯＨ）を添加することに
より、ｐＨの値を２～１３の範囲で変動させた。実際、ｐＨが３～１１の範囲の間では、
粘度は一定のままであり（１２ｒｐｍで測定したとき、６．０～７．０ｃｐｓの範囲の間
であった）、ｐＨが３より小さくなると、又は１１を越えると、粘度は減少した（１２ｒ
ｐｍで測定したとき、ｐＨが２及び１３に対する平均値は、２．５ｃｐｓであった）。
【００８３】
　粘度に対する温度の影響もまた判定した。この研究は、精製された高分子の０．５ｇ／
Ｌの溶液を用い、４～１００℃の範囲の間において、加熱及び冷却を行って測定した。水
溶液の粘度は、１００℃における２．２ｃｐｓから、４℃に温度が減少するにつれて徐々
に粘度は上昇し、２１．５ｃｐｓとなった（粘度は１２ｒｐｍで測定した）。大気温度（
２０～２５℃）における粘度は、１１．０～１３．０ｃｐｓ（１２ｒｐｍで測定）であっ
た。
【００８４】
［実施例５］シュードモナス・オレボランスのグリセロール発酵により生産されたガラク
トースに富む高分子を用いる生分解フィルムの製造
　実施例１で得られたガラクトースに富む高分子を、細胞を除去するために培養ブロスを
遠心分離処理し、トリクロロ酢酸（ＴＣＡ）（全容積である２７５ｍｌに対して１００％
ｗ／ｗＴＣＡ溶液を２５ｍｌ含む）でタンパク質の沈殿を行い、遠心分離によりその分離
を行い、最後に、９６％の冷したエタノール（１：３）により高分子の沈殿を行い、さら
に凍結乾燥（２４時間）を行った。
【００８５】
　精製された高分子（０．５ｇ）を、脱イオン水（１００ｍｌ）中に溶解し、均一な溶液
が形成されるまで攪拌を行った。少量のアジ化ナトリウムを添加し、微生物の増殖を阻害
した。
【００８６】
　得られた溶液を減圧条件下に置いて気泡を取り除いた。この混合液をその後所定の容器
に移動させ、室温で乾燥させた。形成された膜は、２０～５０±５μｍの厚さを示し、他
の多糖、即ち、アルギン酸塩、ペクチン及びカラギーナンにより得られるフィルムと同様
の外観を呈した。
【００８７】
　相対湿度が５８％であり、１５．６％に等しい含水量を備えるデシケータ内に試料を配
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置した。このような条件下、フィルムのヤング係数は１０７ＭＰａであり、破壊強度が２
１．２ＭＰａであり、破断歪みが３．６％であり、ガラス転移温度が７３℃であった。

【図１】 【図２】
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