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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヘミセルロース含有材料由来の糖を、少なくとも１つのイオン結合部位を有する化合物
の形態に変換するためのプロセスであって、ヘミセルロース含有材料は、酵素的または非
酵素的に加水分解され、得られた加水分解産物は、少なくとも１つの酵素的工程を含む変
換に供され、ここで、糖が遊離され、遊離された糖は、少なくとも１つのイオン結合部位
を有する化合物に変換されることを特徴とし、
加水分解産物が遊離された糖としてアラビノースおよびキシロースを含み、
アラビノースがオキシドレダクターゼによってアラビノ－γ－ラクトンに変換され、該ア
ラビノ－γ－ラクトンはアラボン酸に脱水され、
酸化還元補酵素はオキシドレダクターゼによってＮＡＤＨおよび／またはＮＡＤＰＨに還
元され、
酸化還元補酵素はキシロースレダクターゼによる同じ反応バッチにおいて、酸化された形
態のＮＡＤ＋および／またはＮＡＤＰ＋に変換されることを特徴とする、
プロセス。
【請求項２】
　少なくとも１つのイオン結合部位を有する化合物に変換される遊離された糖は、
　Ｌ－アラビノースとＤ－キシロースとの混合物を構成することを特徴とする、請求項１
に記載のプロセス。
【請求項３】
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　得られたアラボン酸は、２－ケト－３－デオキシアラボン酸に脱水されることを特徴と
する、請求項１または２に記載のプロセス。
【請求項４】
　アラボン酸はデヒドラターゼによって、脱水されることを特徴とする、請求項３に記載
のプロセス。
【請求項５】
　得られた２－ケト－３－デオキシアラボン酸は、さらにα－ケトグルタル酸セミアルデ
ヒドに脱水されることを特徴とする、請求項３または４に記載のプロセス。
【請求項６】
　２－ケト－３－デオキシアラボン酸は、デヒドラターゼによって、脱水されることを特
徴とする、請求項５に記載のプロセス。
【請求項７】
　得られたα－ケトグルタル酸セミアルデヒドは、α－ケトグルタル酸に酸化されること
を特徴とする、請求項５または６に記載のプロセス。
【請求項８】
　α－ケトグルタル酸セミアルデヒドはオキシドレダクターゼによって脱水されることを
特徴とする、請求項７に記載のプロセス。
【請求項９】
　得られたイオン結合部位を有する化合物は、反応混合物から分離されることを特徴とす
る、請求項１から８のいずれかに記載のプロセス。
【請求項１０】
　イオン結合部位を有する化合物の分離は、イオン交換クロマトグラフィーおよび／また
は電気透析によって達成されることを特徴とする、請求項９に記載のプロセス。
【請求項１１】
　ヘミセルロース含有材料は、リグノセルロース系材料から得られたものであることを特
徴とする、請求項１から１０のいずれかに記載のプロセス。
【請求項１２】
　ヘミセルロース含有材料は、リグノセルロース系材料をアルカリ性アルコール水溶液を
用いて処理することによって得られたものであることを特徴とする、請求項１１に記載の
プロセス。
【請求項１３】
　リグノセルロース系材料の処理は、５０から１００℃の温度で実施される、請求項１２
に記載のプロセス。
【請求項１４】
　リグノセルロース含有材料は、リグノセルロース含有バイオマスに由来することを特徴
とする、請求項１１～１３のいずれかに記載のプロセス。
【請求項１５】
　リグノセルロース含有材料が、一年生植物、ワラ、エネルギーグラス、サイザル麻、バ
ガス、または殻などの特殊なリグノセルロース基質に由来することを特徴とする、請求項
１４に記載のプロセス。
【請求項１６】
　リグノセルロース含有材料が、ワラまたはバガスに由来することを特徴とする、請求項
１５に記載のプロセス。
【請求項１７】
　リグノセルロース含有材料からアラボン酸、２－ケト－３－デオキシアラボン酸、α－
ケトグルタル酸セミアルデヒドおよび／またはα－ケトグルタル酸を得るための、請求項
１から１６のいずれかに記載のプロセスの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明は、ヘミセルロース含有材料から糖誘導体を得るためのプロセスに関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、再生可能な原料に関し再考がなされている。エネルギーおよび化学製品の供給源
として化石原料から再生可能な原料に切り換える試みがなされている。再生可能な原料（
以下「Ｎａｗａｒｏ」と略す）としては、食糧または飼料として使用されない植物または
動物由来の農業および林業原料が挙げられる。再生可能な原料は、物質面だけでなく、エ
ネルギー的に利用されることもある。Ｎａｗａｒｏには、限られた範囲内でしか得られな
い化石原料の保護、十分な利用可能性および余剰な農産物に対する新たな市場の機会など
の多くの利点がある。
【０００３】
　リグノセルロースは、Ｎａｗａｒｏとしても重要性が増している（ＫａｍｍおよびＫａ
ｍｍ、２００４、Ａｐｐｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．６４（２）：
１３７～４５ページ）。リグノセルロースは、以下の異なる３つの化学的基幹部分からな
る：グルコース単位でできたＣ６重合体であるセルロース；例えばキシロースなどの、各
種Ｃ５糖からなるヘミセルロース；およびフェノール重合体としてのリグニン。リグノセ
ルロースを利用する可能性の１つはガス化であり、その結果、いわゆる「合成ガスプラッ
トフォーム」が提供される。ＣＯ２、ＣＯ、Ｈ２、ＣＨ４およびＮ２が豊富な合成ガスな
らびにタールを生成するために酸素の供給が制限された状態で原料を燃焼させる（Ｂｒｉ
ｄｇｗａｔｅｒ、２００３）。この合成ガスは、その後、さらに、例えばフィッシャート
ロプシュ合成により、燃料および化学薬品を生成するために使用することができる（Ｔｉ
ｊｍｅｎｓｅｎら、２００２）。第２の可能性は、いわゆる「糖プラットフォーム」であ
る。それでは、リグノセルロースが最初に主要な３つの構成成分に分解され、その後、生
成物にさらに変換される。キシロースは、例えば、キシリトールあるいはフルフラールに
変換されることもある。グルコースは、発酵に使用されるか、またはヒドロキシメチルフ
ルフラール（ＨＭＦ）に変換されることもある。リグニンは、エネルギー産生のために使
用されることが多く、または単に燃やされる（ＳａａｋｅおよびＬｅｈｎｅｎ、２００７
、Ｕｌｌｍａｎｎ’ｓ　Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ　Ｃｈ
ｅｍｉｓｔｒｙ．Ｗｉｌｅｙ－ＶＣＨ　Ｖｅｒｌａｇ　ＧｍｂＨ＆Ｃｏ）。
【０００４】
　リグノセルロース中の糖は、部分的に結晶化したセルロースおよびセルロースを取り囲
む非結晶性のヘミセルロースの形態で高度に架橋した高分子構造でもたらされる。細胞壁
の合成過程で空隙がリグニンで満たされ、これにより、極めて密な複合体が形成される。
構造が緊密であることにより、セルラーゼまたはヘミセルラーゼなどの酵素が近づくこと
ができない。それは、こうした酵素が相対的に高分子量であるため、孔に入ることができ
ないことによる（Ｈｉｍｍｅｌら、２００７、Ｓｃｉｅｎｃｅ．３１５（５８１３）：８
０４～７ページ）。したがって、酵素処理に先立って、リグノセルロースの間隙率を増加
させる化学的工程が行われる必要がある。この工程は、「前処理」（分解）と呼ばれる。
この分解では、高分子量のリグノセルロースマトリックスが細断され、それにより、セル
ロース繊維が露出し、その結果、セルロース繊維に酵素が接触しやすくなる。この分解は
、バイオリファイナリーにおいて最も費用のかかる工程の１つと評される重要な工程であ
る（Ｍｏｓｉｅｒら、２００５、Ｂｉｏｒｅｓｏｕｒ　Ｔｅｃｈｎｏｌ．９６（６）：６
７３～８６ページ）。一方、それに続く加水分解、発酵、下流プロセスなどの工程および
このプロセスから出る廃棄物にも非常に大きな影響がある（Ａｌｖｉｒａら、Ｂｉｏｒｅ
ｓｏｕｒ　Ｔｅｃｈｎｏｌ．１０１（１３）：４８５１～６１ページ）。
【０００５】
　確立された分解法は、本質的にヘミセルロースを液化すること（例えば、水蒸気爆砕前
処理、希酸前処理）またはリグニンを液化することによって間隙率を増加させる（例えば
、石灰前処理、アンモニア前処理）ことのいずれかを目的とする。こうした方法には、以
下のいずれか１つの重大な不利益がある：多量のエネルギーを消費するか、または大部分
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が２００℃をわずかに下回る温度で進行する。あるいは、必要な分解用化学薬品の回収が
高価である。前処理の種類が、次の生体触媒プロセス中の酵素活性および収率に強い影響
を与える可能性がある。反応温度が高いと、毒性の分解生成物（例えば、フルフラール）
が生じることが多く、エタノール発酵に直結する場合には、これが酵母を抑制することも
ある（Ｃｈａｎｄｒａら、２００７、Ａｄｖ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｅｎｇ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌ．１０８：６７～９３ページ；Ｍａｎｓｆｉｅｌｄら、１９９９、Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌ　Ｐｒｏｇ．１５（５）：８０４～８１６ページ）。
【０００６】
　ヘミセルロースとしてのキシランは不均質な重合体である。ヘミセルロースは、主に、
Ｄ－キシロースおよびＬ－アラビノースなどのペントース（Ｃ５）を含むが、Ｄ－グルコ
ース、Ｄ－マンノースおよびＤ－ガラクトースなどのヘキソース（Ｃ６）ならびにグルク
ロン酸および４－Ｏ－メチル－Ｄ－グルクロン酸などの糖酸も含む。ヘミセルロースの重
合度は通常２００未満である（Ｊｏｒｇｅｎｓｅｎら、２００７）。ヘミセルロースは、
構成される糖の名から命名され、例えば、コムギのワラに含まれるアラビノグルクロノキ
シランは、キシロース骨格からなり、アラビノースおよびグルクロン酸の側鎖を含む。キ
シロース単位は、さらに、アセテートとフェルラ酸またはクマル酸のそれぞれとともにエ
ステル化されることもある（Ｐｏｌｉｚｅｌｉら、２００５、Ａｐｐｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉ
ｏｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．６７（５）：５７７～９１ページ）。キシランの酵素分解
のためには、エンドキシラナーゼ、β－キシロシダーゼ、α－グルクロニダーゼ、α－Ｌ
－アラビノフラニダーゼ（Ａｒａｂｉｎｏｆｕｒａｎｉｄａｓｅｎ）およびエステラーゼ
が必要とされる（Ｐｏｌｉｚｅｌｉら、２００５、同書）。エンドキシラナーゼは、キシ
ラン骨格にあるグリコシド結合を切断し、それにより基質の重合度を低下させる。加水分
解の主生成物は、β－Ｄ－キシロピラノシルオリゴマーであるが、少量の単糖、二糖およ
び三糖もある。β－キシロシダーゼは、キシロオリゴ糖をモノマーのキシロースに切断す
る。残りの酵素は、側鎖に対して活性を示し、それらを切り離す。α－グルクロニダーゼ
は、骨格からグルクロン酸残基を分離させ、α－Ｌ－アラビノフラニダーゼは、アラビノ
ース側鎖を分離させる。エステラーゼは、キシランのエステル結合を切断し、それぞれ、
アセテートまたはｐ－クマル酸あるいはフェルラ酸などの側鎖に分ける（Ｃｏｌｌｉｎｓ
ら、２００５、ＦＥＭＳ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｒｅｖ．２９（１）：３～２３ページ）
。エンドキシラナーゼおよびβ－キシロシダーゼがキシランを完全に分解できるようにす
るためには、側鎖を切断することは非常に重要である。
【０００７】
　先行技術
　キシランの加水分解は、糖重合体を糖オリゴマーまたは糖モノマーに切断するのに役立
つ。その点で、それぞれの目的が差別化されてもよい。一部の用途では、セルロースおよ
びキシロースの両方の糖重合体をモノマーに切断することが適当である。特に、これには
、バイオマスから発酵性糖を生成する場合が当てはまる。一方、他の用途では、セルロー
スは重合体として維持されるべきであるが、キシランは、オリゴマーまたはモノマーに切
断されるべきである。キシランの加水分解は、化学的または酵素的に行うことができる。
さらに、キシランの加水分解は、リグノセルロース系材料の分離と同時に行われてもよく
、または別個の工程で行われてもよい。
【０００８】
　ＵＳ３，５２３，９１１には、化学的方法について記載されており、その方法では、バ
イオマスが１００から１５０℃の温度の酸性蒸気を用いて処理され、それによって、その
後、濃縮の過程で、材料から出た糖が溶解される。しかしながら、前記方法では、非常に
多量の酸が消費され、非常に低濃度でしかキシロースを含まない加水分解産物が得られる
。例えば、バガスの乾燥物に基づき１５％のキシランが加水分解されると、加水分解産物
はキシロースを３％しか含まないことになり、これは、プロセスの間に吸収された大量の
水に起因する可能性がある。酸の大量消費および糖溶液を濃縮するためのコストがこのプ
ロセスを採算のとれないものにする。
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【０００９】
　ＵＳ７，９３２，０６３には、最初にアンモニア含有水溶液を用いてバイオマスが分解
される方法について記載されている。得られた生成物は、その後、発酵性糖を得るために
糖切断酵素である「糖化酵素」と反応させられる。酵素は、グリコシダーゼ、ペプチダー
ゼ、リパーゼ、リグニナーゼおよびエステラーゼなどのいくつかの活性を含むこともある
。この方法では、可能であれば、存在する全ての糖重合体が確実にモノマーに分解される
。それにより、高い糖濃度の加水分解産物の高い糖収率が実現する。欠点は、加水分解の
非特異性である。この方法は、セルロースを重合体として維持しながら、リグノセルロー
ス系材料中のキシランのみを切断することができない。
【００１０】
　ＡＴ５０９３０７Ａ１には、１００℃未満の温度でアルカリ性アルコール溶液により分
解されたバイオマスが、糖モノマーを得るために炭水化物切断酵素を用いて処理される方
法について記載されている。その場合、酵素として純粋なキシラナーゼが使用されると、
キシランのみが分解され、セルロースは、重合体として維持される。キシランから得られ
たキシロースは、その後、必要な加水分解産物からキシロースを分離することなくキシロ
ースレダクターゼを用いてキシリトールに変換できる。それにより、前処理されたヘミセ
ルロース含有バイオマスから高濃度のＣ５糖が得られる。しかしながら、この方法には、
大きな労力を費やした場合にしか、加水分解からのＣ５糖あるいは還元された次の生成物
を、反応溶液から分離できないという欠点がある。それぞれ可溶性キシラン、キシロオリ
ゴ糖および酵素またはタンパク質の残余物が依然として溶液中に存在する。前記溶液から
キシロースまたはキシリトールを単離するためには結晶化が必要となる。
【００１１】
　この文献には、加水分解産物からキシリトールを結晶化させる方法は、低濃度のため難
しいと記載されている（Ｗｅｉら、２０１０；Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ　ｏｆ　Ｃｈｅｍｉｃ
ａｌ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｉｎ　Ｃｈｉｎａ　４（１）：５７～６４ページ；Ｒｉ
ｖａｓら、２００６、Ａｇｒｉｃ　Ｆｏｏｄ　Ｃｈｅｍ．５４（１２）：４４３０～５ペ
ージ）。さらに、そのような加水分解産物は複雑な組成であるため、結晶化に先立って精
製工程を行わなければならない。Ｒｉｖａｓら（２００６）は、活性炭を用いて精製工程
が行われ、その後、溶媒を蒸発させることによってキシリトールの濃度が達成される方法
について記載している。Ｗｅｉらは、活性炭およびイオン交換体を用いた精製工程を利用
してから、溶媒を蒸発させることによってキシリトールの濃度を増加させる。両方の場合
において、結晶化は、冷所においてエタノールを添加することによって行われる。特に、
溶媒を蒸発させることによるキシリトール溶液の濃縮は、非常に多大なコストがかかり、
工業規模のプロセスに対して最適ではない。
【００１２】
　Ｗａｔａｎａｂｅらは、リン酸化の独立した５つの工程においてアラビノースがα－ケ
トグルタレートに変換される微生物のアラビノース代謝経路について記載している（Ｗａ
ｔａｎａｂｅら、２００５；Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｓｙｍｐ　Ｓｅｒ（Ｏｘｆ）
．（４９）：３０９～１０ページ；ＷａｔａｎａｂｅらＪ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．　２８
１（４４）：３３５２１～３６ページ、２００６）。最初に、Ｌ－アラビノース－１－デ
ヒドロゲナーゼにより糖がＬ－アラビノ－γ－ラクトンに酸化される。反応の間に、酵素
が、電子を基質から、それぞれＮＡＤＰ＋またはＮＡＤ＋へ移動させる。Ｌ－アラビノラ
クトナーゼにより、Ｌ－アラビノ－γ－ラクトンが開環されてＬ－アラボネートになる。
この酵素は、補酵素を必要としない。アラボネートに対して、２つの脱水工程が続く。第
１の工程は、Ｌ－アラボネートデヒドラターゼによって触媒され、これは、Ｌ－アラボネ
ートをＬ－２－ケト－３－デオキシアラボネート（Ｌ－ＫＤＡ）に変換する。Ｌ－ＫＤＡ
デヒドラターゼは、その後、後者をα－ケトグルタル酸セミアルデヒド（α－ＫＧＳ）に
変換する。この２つのデヒドラターゼも、可溶性補酵素がなくても反応を触媒する（Ｗａ
ｔａｎａｂｅら、２００６、Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．２８１（３９）：２８８７６～８
８ページ）。最終的に、セミアルデヒドは、その後、α－ＫＧＳデヒドロゲナーゼにより
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α－ケトグルタレートに酸化される。前記酵素も、酸化の触媒反応のために、それぞれＮ
ＡＤ＋またはＮＡＤＰ＋を必要とする（Ｗａｔａｎａｂｅら、２００６、同書）。しかし
ながら、この形態の工業規模での適用に前記変換は適していない。それは、５つの工程の
うちの２つの工程に化学量論量の補酵素ＮＡＤ（Ｐ）＋が必要とされ、これがコストを非
常に高くするためである。
【００１３】
　ＵＳ２００６／０２３４３６３Ａ１には、微生物中でアラビノースおよびキシロースか
ら１，２，４－ブタントリオールを生成するために、Ｗａｔａｎａｂｅら（２００６）に
よって示された通りのアラビノース代謝経路が部分的に使用されている。その際、糖が最
初にデヒドロゲナーゼおよびラクトナーゼによってラクトンに酸化され、対応する酸に加
水分解される。その後、細胞中でＣ３に対して脱水が起こり、その結果、使用された糖に
応じて、それぞれ、Ｄ－またはＬ－３－デオキシ－グリセロ－ペンツロソン酸が生成され
る。一方、それに続いて、酸基の脱炭酸化が起こり、その結果、それぞれ、Ｄ－またはＬ
－ジヒドロキシブタナールが生成される。それに引き続いて、Ｃ１のアルデヒドも還元さ
れ、その結果、それぞれＤ－またはＬ－１，２，４－ブタントリオールが生成される。こ
の出願では、作用工程が多数の細胞中で行われるため、酸化還元工程に化学量論量の補酵
素を加える必要がない。しかしながら、細胞では、一般に無細胞系よりも低い基質濃度で
作用する可能性があるという欠点がある。また、この系は、作用工程が多数の細胞中で行
われる場合、それほど効率的でないという事実もある。それは、使用された糖の一部が生
物の存続に寄与するため、生成物に変換されないためである。
【００１４】
　ＵＳ６，２８４，９０４には、発酵バッチまたは加水分解産物などの工業溶液から、例
えばスクシナートなどの有機酸を除去するのに役立つ方法について記載されている。その
際、溶液がアニオン交換体上に流され、それが、有機酸が溶出されない条件下で洗浄され
る。それに続いて、それより強い無機陰イオンを添加することによって有機酸が溶出され
る。この方法では、例えば、加水分解産物などの複合溶液から有機陰イオンを単離および
濃縮もできる。
【００１５】
　ＵＳ６，１８７，５７０には、発酵バッチまたは細胞非含有生体触媒バッチからグルコ
ン酸の誘導体を電気透析によって単離できる方法について記載されている。いくつかの陰
イオンおよび陽イオン膜が陰極と陽極との間に交互に取り付けられる。陰極、陽極および
中間膜で構成されたブロックは電解液で満たされている。「供給流区画」があり、ここに
、溶液、発酵バッチまたは細胞非含有生体触媒バッチが投入される。さらに、「濃縮物区
画」があり、ここで酸が濃縮される。この２つの区画は、陰イオン膜および陽イオン膜に
よって相互に分離されている。電圧が印加されると、マイナスに帯電した酸は、陰イオン
膜を通って濃縮物区画に移動するのに対して、溶液の帯電していない構成成分は供給流区
画にとどまる。この方法では、それぞれ、グルコン酸または前記酸の誘導体が、中性の構
成成分から分離され、濃縮される。
【００１６】
　ＵＳ５，４６４，５１４には、弱酸との結合傾向の違いにより糖が分離される方法につ
いて記載されている。分離は、その後、電気透析によって行われる。弱酸としてホウ酸が
選択される。各種糖は、ホウ酸と結合する傾向が異なる。糖とホウ酸の化合物は、マイナ
スに帯電し、電場に移動するのに対して、ホウ酸と結合していない糖は帯電しないままで
ある。電気透析セルは、２つの陽イオン交換膜の間に取り付けられた陰極および陽極から
なる。２つの陽イオン交換膜の間に、間の空間を２つの区画に分ける陰イオン交換膜が位
置する。区画Ｉは陰極側に位置し、区画ＩＩは陽極側に位置する。分離対象の糖の溶液が
、ここで区画Ｉに投入され、電圧が印加されると、マイナスに帯電したイオン、すなわち
、ホウ酸と結合した糖が陰イオン交換膜を通過して区画ＩＩに移動する。帯電していない
糖は、区画Ｉにとどまる。この方法は、ラクトースおよびラクツロースの分離ならびにグ
ルコースおよびフルクトースの分離について試験された。しかしながら、前記方法は、糖
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によってホウ酸との結合親和性が違うという事実に基づくものである。しかしながら、ホ
ウ酸に対する親和性が低い一部の糖は酸とも結合することになり、それにより区画ＩＩに
移動する。それにより、糖の分離が不可能である、単に、糖間の相互比率が変化する。フ
ルクトースおよびグルコースの場合、移動速度の比率は、１．４対１であった。電気透析
のいくつかの工程によって分離を向上させることができる。続いて、電気透析のさらなる
工程においてホウ酸および糖を互いから分離できる。この方法には、電気透析の多数の工
程によってしか適切な分離ができないという難点がある。さらに、前記方法は、それぞれ
モノマーおよびダイマーまたはオリゴマーの糖の区別をしない。分離対象の物質同士がホ
ウ酸との結合傾向に関して非常に異なる場合にのみ適切な分離ができる。さらに、ホウ酸
を用いる場合、追加の（毒性の）構成成分を利用しなければならないことが難点である。
【００１７】
　ＵＳ２００３／０１７２８５０には、セメントミックスへの添加物として役立ち、
（Ａ）リグノスルホン酸もしくはその塩；アルドヘキソン酸もしくはその塩；ヘキスロン
酸もしくはその塩、ヘキサル酸もしくはその塩；またはそれらの混合物；および
（Ｂ）少なくとも１つのアルドペントン酸またはその塩、
を含む組成物について記載されている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１８】
　リグノセルロース含有（またはそれぞれ、ヘミセルロース含有）材料の加水分解の間に
糖生成が直接利用できるプロセスを発見した。
【００１９】
　一態様において、本発明は、ヘミセルロース含有材料由来の糖を、特にバイオマスから
得られた糖を、少なくとも１つのイオン結合部位を有する化合物の形態に変換するための
プロセスであって、ヘミセルロース含有材料は、酵素的または非酵素的に加水分解され、
得られた加水分解産物は、少なくとも１つの酵素的工程を含む変換に供され、ここで、糖
が遊離され、遊離された糖は、少なくとも１つのイオン結合部位を有する化合物に変換さ
れることを特徴とする、プロセスを提供する。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　本発明によって提供されるプロセスは、本明細書中では「本発明の（による）プロセス
」とも称される。
【００２１】
　本発明によるプロセスでは、ヘミセルロース含有材料の加水分解および少なくとも１つ
のイオン結合部位を有する化合物への遊離された糖の変換の両方が１つの反応バッチで行
われてもよい。これは、少なくとも１つのイオン結合部位を有する化合物への遊離された
糖の変換に先立って、加水分解産物が単離される必要がないことを意味する（ワンポット
反応）。
【００２２】
　本発明によるプロセスに使用できるヘミセルロース含有材料は、例えば、リグノセルロ
ース含有材料の前処理により、リグノセルロース系材料から得られる。
【００２３】
　本発明によるプロセスにおいて、「リグノセルロース含有材料」には、特にリグノセル
ロース含有バイオマス、例えば、（乾燥）イネ科植物またはイネ科植物の一部などの一年
生植物が含まれ、好ましくは、イネ科植物、ワラ、例えばスイッチグラス、エレファント
グラスもしくはアバカなどのエネルギーグラス、サイザル麻、バガス、または殻、例えば
、籾殻などの外穎などの特殊なリグノセルロース基質、特に好ましくは、ワラ、エネルギ
ーグラス、バガスまたは殻、より一層好ましくは、ワラまたはバガスである。
【００２４】
　本発明によるプロセスに使用するためのリグノセルロース含有バイオマスは、例えば、
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好ましくは５０から１００℃、例えば１００℃以下、好ましくは８５℃以下、特に好まし
くは７１℃の温度での、アルカリ性アルコール水溶液を用いた処理によって、好ましくは
前処理される。それにより、水溶液中のリグノセルロース系材料の固体含有量が、好まし
くは溶液の１～４０重量％、例えば３～３０重量％になり、固体が、好ましくは１～４０
重量％、例えば３～３０重量％、特に５～２０重量％の濃度でもたらされる。脂肪族アル
コール、例えばＣ１～６－アルコール、特に好ましくは、エタノールまたはイソプロパノ
ールなどのＣ１～４－アルコールが、前処理のためのアルコールとして使用されるのが好
ましい。アルコール溶液のｐＨ値は、１０から１４の範囲であることが好ましく、塩基、
好ましくは無機塩基、例えば苛性ソーダ液、苛性カリなどの水酸化物により調節されても
よい。反応の間の塩基濃度は、一般に、１から１０モルＬ－１、好ましくは２から６モル
Ｌ－１、より一層好ましくは４．５から５．５モルＬ－１の範囲である。本発明によるプ
ロセスに好ましく使用される、リグノセルロース含有材料の前処理の前記の特定の実施形
態は、アルコール、特にＣ１～６－アルコールを含みかつｐＨ値が１０．０から１４．０
である塩基性水溶液を用いて処理されて、セルロースおよびヘミセルロースが豊富な材料
は、異なる実施形態により前処理された材料よりも、炭水化物切断生成物への酵素分解に
容易に使用できる材料であるという理解に基づくものである。
【００２５】
　本発明によるプロセスに使用される、リグノセルロースまたはヘミセルロースをそれぞ
れ含有する材料は、酵素的または非酵素的、好ましくは酵素的加水分解に供される。糖含
有加水分解産物を得るための非酵素的加水分解は、従来の方法に従って、例えば、酸触媒
加水分解により行われてもよい。既知の方法に従って行われてもよい酵素的加水分解につ
いては、適切な酵素、例えば、エンドキシラナーゼ、β－キシロシダーゼ、α－アラビノ
フラノシダーゼ、グルクロニダーゼ、セルラーゼおよびそのような酵素の混合物が使用さ
れる。
【００２６】
　本発明によるプロセスにおいて、例えば、上記の通りの前処理の後に得られるヘミセル
ロース含有材料は、好ましくは、乾燥物の重量に基づき１～４０％の濃度の水溶液の状態
で使用される。
【００２７】
　少なくとも１つのイオン結合部位を有する化合物には、例えば式－（ＣＯＯ－）ｎＲｎ

＋の酸基などの、塩化に適切な少なくとも１つのイオン結合部位を有する化合物が含まれ
、ここで、Ｒは、水素、または、例えば、アルカリもしくはアルカリ土類陽イオン、例え
ば、Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｃａ＋＋などの陽イオンを指し、ｎは、陽イオンが呈する、その原子
価によって決まる電荷を指す。少なくとも１つのイオン結合部位を有する化合物に変換さ
れる、本発明によるプロセスにおいて遊離される糖は、好ましくは、アラビノース、例え
ば、Ｌ－アラビノースおよび／またはキシロース、例えば、Ｄ－キシロースである。
【００２８】
　別の態様において、本発明は、少なくとも１つのイオン結合部位を有する化合物に変換
される遊離された糖は、
　アラビノース、特にＬ－アラビノース、
　キシロース、特にＤ－キシロースまたは
　アラビノース、特にＬ－アラビノースと、キシロース、特にＤ－キシロースとの混合物
のいずれかを構成することを特徴とする本発明によるプロセスを提供する。
【００２９】
　少なくとも１つのイオン結合部位を有する化合物の形態への糖の変換は酵素的に行われ
、例えば、以下の反応スキーム１により行われてもよい。反応スキーム１には、酵素的酸
化によるアラビノースのアルファ－ケトグルタル酸への変換およびアラボン酸への加水分
解、すなわち、酸基がある化合物への糖の変換が示されている。必要に応じて、ＮａＯＨ
、ＫＯＨ、Ｃａ（ＯＨ）２などの、例えば、水酸化物の形態の適切な陽イオンを添加する
ことによって、酸基が塩に変換されてもよい。反応スキーム１のＲ＋は、水素、または例
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示のケースの場合はＮａ＋もしくはＫ＋などの一価の陽イオンを意味する。
【００３０】
【化１】

 
【００３１】
　本発明によるプロセスでは、酵素処理により少なくとも１つのイオン結合部位を有する
化合物の形態でもたらされる、加水分解によって遊離された糖は、さらなる特定の酵素の
適用により、直接、加水分解産物中で所望の最終生成物に変換されてもよいことが利点で
ある。これは、上で示した反応スキームにおいて、それぞれ、アルファ－ケトグルタル酸
、または塩としてもたらされる場合にはアルファ－ケトグルタレートへのアラボン酸の変
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換の例によって示されており、これらは有機化学で有用な生成物を構成する。示したケー
スでは、この目的のために、それぞれ、アラボン酸またはその副産物に対して特定の脱水
反応を触媒する酵素が使用されてもよい。
【００３２】
　本発明によるプロセスの好適な実施形態において、イオン結合部位を有する化合物への
、糖、好ましくはＣ５糖の酵素的変換は、オキシドレダクターゼによって行われ、対応す
るラクトン、好ましくはγ－ラクトンになる。対応する酸を得るために、得られたラクト
ンは加水分解され、ここで、加水分解は、酵素的、非酵素的および／または自発的加水分
解によって行われてもよい。
【００３３】
　例えば、ペントースデヒドロゲナーゼと、例えばラクトナーゼとの組み合わせ、および
／または例えばアルカリ性加水分解、好ましくは水酸化物、例えば水酸化ナトリウムを用
いたアルカリ性加水分解との組み合わせは、ラクトンを対応する酸に切断することになり
、Ｃ５糖の酸化のためのオキシドレダクターゼとして適切である。
【００３４】
　別の態様において、本発明は、遊離された糖、特にＣ５糖、例えばアラビノースは、オ
キシドレダクターゼによってラクトン、好ましくはγ－ラクトン、例えばアラビノ－γ－
ラクトンに加水分解され、これが、特に、酵素的、非酵素的および／または自発的加水分
解により、対応するカルボン酸、例えばアラボン酸に加水分解されることを特徴とする本
発明によるプロセスを提供する。
【００３５】
　特定の所望の化合物を得るために、得られたカルボン酸、例えばアラボン酸は、その後
、例えばデヒドラターゼによって、Ｌ－アラボン酸の場合は、例えばＬ－アラボネートデ
ヒドラターゼを用いて、所望の位置、Ｃ５カルボン酸の場合は例えばＣ３の位置で、脱水
されてもよく、その結果、対応するケトカルボン酸、例えば（Ｌ－）アラボン酸の場合に
は、（Ｌ－）２－ケト－３－デオキシアラボン酸が生成される。必要に応じて、得られた
ケトカルボン酸は、例えばデヒドラターゼを使用して、例えばＣ５カルボン酸の場合はＣ
４の位置で、さらに脱水されてもよく、その結果、ケトカルボン酸セミアルデヒドが生成
される。例えば、（Ｌ－）２－ケト－３－デオキシアラボン酸の場合は、Ｌ－２－ケト－
３－デオキシアラボネートデヒドラターゼを使用してα－ケトグルタル酸セミアルデヒド
が生成される。必要に応じて、ジカルボン酸を得るために、得られたケトカルボン酸セミ
アルデヒドは、例えばオキシドレダクターゼによって、酸化されてもよい；α－ケトグル
タル酸セミアルデヒドの場合は、α－ケトグルタル酸を得るために、例えばα－ケトグル
タレートセミアルデヒドデヒドロゲナーゼを用いる。
【００３６】
　別の態様において、本発明は、本発明により得られたカルボン酸、例えばアラボン酸が
、例えばデヒドラターゼによって、ケトカルボン酸、例えば２－ケト－３－デオキシアラ
ボン酸に脱水されること、別の態様においては、本発明により得られたケトカルボン酸が
、例えばデヒドラターゼによって、ケトカルボン酸セミアルデヒド、例えばα－ケトグル
タル酸セミアルデヒドにさらに脱水されること、別の態様においては、本発明により得ら
れたケトカルボン酸セミアルデヒドが、例えばオキシドレダクターゼによって、ジカルボ
ン酸、例えばα－ケトグルタル酸に酸化されることを特徴とする本発明によるプロセスを
提供する。
【００３７】
　本発明によるプロセスでは、「ケトカルボン酸セミアルデヒド」は、末端Ｃ原子がカル
ボキシル基としてもたらされ、異なる末端Ｃ原子がホルミル基としてもたらされ、残りの
Ｃ原子のうちの１つがケト基としてもたらされる脂肪族化合物であると理解される。
【００３８】
　１つまたはいくつかのオキシドレダクターゼによって還元された酸化還元補酵素ＮＡＤ
Ｈおよび／またはＮＡＤＰＨは、酸化された形態のＮＡＤ＋および／またはＮＡＤＰ＋に
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、少なくとも１つの別のオキシドレダクターゼ活性によって、好ましくは同じ反応バッチ
において、変換されてもよい。これに関連して、ＮＡＤ＋は、ニコチンアミドアデニンジ
ヌクレオチドの酸化された形態を意味し、ＮＡＤＨは、還元された形態を意味するのに対
して、ＮＡＤＰ＋は、ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸の酸化された形態を
意味し、ＮＡＤＰＨは、還元された形態を意味する。還元された補酵素を酸化された形態
に変換するためには、例えば、オキシドレダクターゼ活性として、アルコールデヒドロゲ
ナーゼ、キシロースレダクターゼ、ラクタートデヒドロゲナーゼ、オキシダーゼ、電極に
固定された酸化還元酵素、例えば、アルコールデヒドロゲナーゼ、ラクタートデヒドロゲ
ナーゼ、オキシダーゼまたは電極に固定された酸化還元酵素が適切である。
【００３９】
　別の態様において、１つまたはいくつかのオキシドレダクターゼによって還元された酸
化還元補酵素ＮＡＤＨおよび／またはＮＡＤＰＨは、同じ反応バッチにおいて、少なくと
も１つの別のオキシドレダクターゼ活性、特に、アルコールデヒドロゲナーゼ、ラクター
トデヒドロゲナーゼ、キシロースレダクターゼ、オキシダーゼまたは電極に固定された１
つもしくはいくつかの酸化還元酵素によって酸化された形態のＮＡＤ＋および／またはＮ
ＡＤＰ＋に変換されることを特徴とする、本発明によるプロセスが提供される。
【００４０】
　還元された酸化還元補酵素ＮＡＤＨおよび／またはＮＡＤＰＨを酸化された形態のＮＡ
Ｄ＋および／またはＮＡＤＰ＋に同じ反応バッチにおいて戻す変換をするために１つまた
はいくつかのオキシドレダクターゼ活性を使用することによって、多大なコストがかかる
酸化還元補酵素を大量に使用することが避けられ、その結果として、本プロセスは経済的
になる。
【００４１】
　本発明によるプロセスの別の利点は、ヘミセルロース含有バイオマスの加水分解からの
加水分解産物が、その精製または濃縮の必要がなくモノマーの糖の変換に直接使用されて
もよいことである。モノマーの糖の変換は、糖、例えば各種糖と、任意の加水分解されな
い糖重合体と、さらに任意の依然として存在している固体との混合物中で、直接行っても
よい。本プロセスの別の利点は、モノマーの糖が、少なくとも１つのイオン結合部位を有
する化合物への変換によって加水分解産物から非常に容易に単離および濃縮できることで
ある。この方法では、例えば、変換されていないキシランまたはキシロオリゴ糖である場
合もある、他の構成成分からモノマーの糖を容易に分離することができる。適切な酵素を
選択することによって、他の全ての糖が溶液中に残るのに対して、特に、Ｃ５糖のみまた
はＣ６糖のみを変換および分離することもできる。本発明によるプロセスでは、好ましく
はＣ５糖が変換される。
【００４２】
　本発明によるプロセスでは、得られたイオン結合部位を有する化合物の混合物中におけ
る濃度を、分離法によって低下させることができる。そのような分離法の例としては、イ
オン交換クロマトグラフィー、例えば、陰イオン交換クロマトグラフィーおよび／または
電気透析が挙げられる。
【００４３】
　別の態様において、本発明は、生じたイオン結合部位を有する化合物が、特にイオン交
換クロマトグラフィーおよび／または電気透析によって、反応混合物から分離される本発
明によるプロセスを提供する。
【００４４】
　それによって、生じたイオン結合部位を有する化合物の混合物中における濃度が低下す
る。
【００４５】
　そのような分離は、イオン結合部位を有する化合物がもたらされ次第、本発明によるプ
ロセスのいかなる時点で行われてもよい。
【００４６】
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　本発明によるプロセスにおいて変換されない糖は、例えば、さらなる酵素的および／ま
たは非酵素的方法に供されてもよい。
【００４７】
　別の態様において、本発明は、リグノセルロース含有材料からアラビノース、キシロー
ス、特に、アラビノース、アラビノ－γ－ラクトン、アラボン酸、２－ケト－３－デオキ
シアラボン酸、α－ケトグルタル酸セミアルデヒドおよび／またはα－ケトグルタル酸を
得るための本発明によるプロセスの使用を提供する。
【００４８】
　以下の実施例では、温度は摂氏温度（℃）で示される。
【実施例１】
【００４９】
　ヘミセルロース含有材料の酵素的加水分解
　キシランをｐＨ４．３で濃度が８％（ｗ／ｖ）の酢酸塩緩衝液に懸濁し、Ｇｅｎｅｎｃ
ｏｒ　ｃｏｍｐａｎｙのＡＣＣＥＬＬＥＲＡＳＥ（登録商標）ＴＲＩＯ（商標）とキシラ
ン１ｇあたり酵素溶液１ｇの濃度で混合する。このバッチを５０℃で２４時間撹拌する。
ｐＨ値を確認し、４．５超または４．１未満にずれた場合は再調整する。このバッチをブ
フナー漏斗によりろ過し、ろ液（加水分解産物）を、モノマーの組成およびそれらの濃度
に関してＨＰＬＣ－ＬＥＸ－ＤＡＤにより分析する。このろ液には、濃度が約６％のキシ
ロース、０．４３％のアラビノースおよび０．２７％のグルコースが含まれる。この方法
では、キシランにおいて得られるキシロースの約８５％がモノマーの形態で得られる。
【実施例２】
【００５０】
　ＨＰＬＣによる加水分解産物の分析
　実施例１によるキシランの加水分解のろ液５００μｌを遠心分離し、その後、上清を０
．２μＭのＰＶＤＦ（ポリ－ビニリデン－ジフルオリド）フィルターに通し、ＨＰＬＣ－
ＬＥＸ－ＲＩＤ（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｉｎｃ．）によって分析
する。それにより、８０℃で流速が０．５ｍｌ／分の水（ＶＷＲ：ＨＰＬＣ　Ｇｒａｄｅ
）を用いてＳｈｏｄｅｘ　Ｄｅｎｋｏ　Ｋ．Ｋ．の鉛カラム（Ｓｈｏｄｅｘ（登録商標）
Ｓｕｇａｒ　ＳＰ０８１０）により糖が分離される。Ａｇｉｌｅｎｔ　ＲＩＤによって検
出を行う。Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｉｎｃ．のインライン式フィル
ターならびにプレカラムとして、Ｓｈｏｗａ　Ｄｅｎｋｏ　Ｋ．Ｋ．によって供給された
逆相カラム（Ａｘｐａｋ－ＷＡ－Ｇ）、陰イオン交換カラム（Ｓｈｏｄｅｘ（登録商標）
Ａｓａｈｉｐａｋ（登録商標）ＯＤＰ－５０　６Ｅ）および糖プレカラム（Ｓｈｏｄｅｘ
（登録商標）ＳＰ－Ｇ）を使用する。
【実施例３】
【００５１】
　アルコールデヒドロゲナーゼによる補酵素の再利用をともなうアラビノースデヒドロゲ
ナーゼによるＬ－アラビノースのアラボネートへの酸化およびそれに続く苛性ソーダ液に
よるラクトンの加水分解
　バッチ０．５ｍｌには、５０ｍｇ／ｍｌのアラビノース、５Ｕ／ｍｌのＢｕｒｋｈｏｌ
ｄｅｒｉａ　ｖｉｅｔｎａｍｉｅｎｓｉｓ由来の組換え型アラビノースデヒドロゲナーゼ
および０．５ｍＭのＮＡＤＰ＋と０．５ｍＭのＮＡＤＰＨの混合物を含める。補酵素の再
生のために、２．５％（ｗ／ｖ）のアセトンおよび５Ｕ／ｍｌのＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌ
ｕｓ　ｋｅｆｉｒ由来の組換え型アルコールデヒドロゲナーゼを添加する。細胞ライセー
トの形態の酵素を使用する。反応は、４０℃、ｐＨ１０で２４時間、連続的に振盪（９０
０ｒｐｍ）しながら行う。２４ｈ後、酵素を不活性化するために反応容器を６０℃で１０
分間インキュベートする。その後、２ＭのＮａＯＨを５μｌ添加する。
【００５２】
　この方法では、Ｌ－アラビノースの６０％超がＬ－アラボン酸ナトリウムに変換される
。ＧＣ－ＭＳを用いて分析を行う。
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【実施例４】
【００５３】
　アルコールデヒドロゲナーゼによる補酵素の再利用をともなうアラビノースデヒドロゲ
ナーゼによるＬ－アラビノースのアラボネートへの酸化およびそれに続くラクトナーゼに
よるラクトンの加水分解
　バッチ０．５ｍｌには、５０ｍｇ／ｍｌのアラビノース、５Ｕ／ｍｌのＢｕｒｋｈｏｌ
ｄｅｒｉａ　ｖｉｅｔｎａｍｉｅｎｓｉｓ由来の組換え型アラビノースデヒドロゲナーゼ
ならびに０．５ｍＭのＮＡＤＰ＋および０．５ｍＭのＮＡＤＰＨの混合物を含める。補酵
素の再生のために、２．５％（ｖ／ｖ）のアセトンおよび５Ｕ／ｍｌのＬａｃｔｏｂａｃ
ｉｌｌｕｓ　ｋｅｆｉｒ由来の組換え型アルコールデヒドロゲナーゼを添加する。細胞ラ
イセートの形態の酵素を使用する。反応は、４０℃およびｐＨ１０で２４時間、連続的に
振盪（９００ｒｐｍ）しながら行う。２４ｈ後、酵素を不活性化するために反応容器を６
０℃で１０分間インキュベートする。冷却後、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）細胞ライセート５
０μｌをＡｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ　ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｅ由来の過剰発現させたＬ－
アラビノラクトナーゼとともに添加し、反応を４０℃（９００ｒｐｍ）で、さらに２４時
間振盪する。その後、酵素を不活性化するために反応容器を６０℃で１０分間インキュベ
ートする。
【００５４】
　この方法では、Ｌ－アラビノースの６５％超がＬ－アラボネートに変換される。ＧＣ－
ＭＳを用いて分析を行う。
【実施例５】
【００５５】
　ＧＣ－ＭＳによる酸化反応の分析
　ＧＣ－ＭＳによる酸化反応の分析のために、基質および生成物を誘導体化しなければな
らない。バッチを遠心分離し、０．２μＭのＰＶＤＦフィルターを通過させ、１：３０に
希釈する。２０μｌの希釈液を０．５ｍｌのバイアルに移し、Ｓｐｅｅｄｖａｃ内で乾燥
させる。誘導体化のために、その後、ピリジンを１５０μｌおよびＮ，Ｏ－ビス（トリメ
チルシリル）－トリフルオロアセトアミドとトリメチルクロロシランの９９：１混合物を
５０μｌ添加する。内部標準として、ピリジン中に０．１ｍｇ／ｍｌの濃度でソルビトー
ルを含ませる。６０℃で１６時間誘導体化を行う。その後、ＧＣ－ＭＳによりサンプルを
分析する。その際、ガスクロマトグラフの分離カラムＨＰ－５ｍｓ（５％－フェニル）－
メチルポリシロキサンによりサンプルを分離し、Ｓｈｉｍａｄｚｕの質量分析計ＧＣＭＳ
　ＱＰ２１０　Ｐｌｕｓを用いて分析する。
【実施例６】
【００５６】
　キシロースとアラビノースの混合物中のアラビノースのアラボネート／アラビノラクト
ンへの変換
　Ｄ－キシロース１８０ｍｇおよびＬ－アラビノース２０ｍｇを、２ＵのＢｕｒｋｈｏｌ
ｄｅｒｉａ　ｖｉｅｔｎａｍｉｅｎｓｉｓ由来のＬ－アラビノースデヒドロゲナーゼおよ
び２ＵのＣａｎｄｉｄａ　ｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓ由来のＤ－キシロースレダクターゼ
とともに５０ｍＭのＴｒｉｓ緩衝水溶液（ｐＨ＝７．０、２５℃）に溶解させて総量を５
００μｌにした。反応を密閉反応容器中、４０℃で撹拌下（９００ｒｐｍ、Ｅｐｐｅｎｄ
ｏｒｆ　Ｔｈｅｒｍｏｍｉｘ（登録商標））において行った。３０分後、６５℃で１５分
間インキュベーションすることによって酵素を不活性化し、遠心分離（２１０００ｇ、５
分）によって変性タンパク質を分離し、ＧＣ－ＭＳによって糖を定量した。使用したＬ－
アラビノースを完全に変換した。そのうちの９２％は、Ｌ－アラボネートまたはＬ－アラ
ビノ－γ－ラクトンになり、残りの８％は、Ｌ－アラビトールになった。使用したＤ－キ
シロースのうち約８９．５％が残ったが、１０．４％がキシリトールに変換された。使用
したＤ－キシロースのうち０．１％未満がＤ－キシロネート／Ｄ－キシロノ－γ－ラクト
ンに酸化された。
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【００５７】
　このケースで達成されるように、アラビノースのアラボネート／アラビノラクトンへの
変換が比較的選択的なのは、アラビノースに対するアラビノースデヒドロゲナーゼの活性
がキシロースと比較してより特異的であること、反応混合物のアラビノースとキシロース
の相対的な割合、および制限された酵素活性／反応時間による。
【００５８】
　本実施例は、とりわけ、本発明によるプロセスによって糖混合物から特定の糖を分離で
きることを示している。
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