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(57)摘要

本发明涉及阿洛酮糖的制备方法，更详细

地，涉及如下的阿洛酮糖的制备方法，其包括：在

果糖及阿洛酮糖的混合物中添加甘露醇脱氢酶

来使上述果糖转换为甘露醇的步骤；以及从上述

混合物中分离上述甘露醇的步骤。由此，可提高

阿洛酮糖生产能力，并以高纯度分离阿洛酮糖。
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1.一种阿洛酮糖的制备方法，其特征在于，包括：

在还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸供给源存在下，果糖及阿洛酮糖的混合物与甘露醇‑

2‑脱氢酶反应来使上述果糖转换为甘露醇的步骤；以及

从上述混合物中分离上述甘露醇的步骤，

使上述果糖转换为甘露醇的步骤利用包含对甘露醇‑2‑脱氢酶进行编码的基因的微生

物来执行。

2.根据权利要求1所述的阿洛酮糖的制备方法，其特征在于，上述甘露醇‑2‑脱氢酶为

氨基酸序列如序列43所示的来源于假肠膜明串珠菌（  Leuconostoc  pseudomesenteroide） 

ATCC  12291s的甘露醇‑2‑脱氢酶、氨基酸序列如序列44所示的来源于肠膜明串珠菌

（Leuconostocmesenteroides）的甘露醇‑2‑脱氢酶、氨基酸序列如序列45所示的来源于类

球红细菌（Rhodobactersphaeroides）的甘露醇‑2‑脱氢酶或氨基酸序列如序列46所示的来

源于荧光假单胞菌（  Pseudomonas  fluorescens ）  DSM  50106的甘露醇‑2‑脱氢酶。

3.根据权利要求1所述的阿洛酮糖的制备方法，其特征在于，上述还原型烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸供给源为甲酸及甲酸脱氢酶。

4.根据权利要求1所述的阿洛酮糖的制备方法，其特征在于，上述微生物为棒状杆菌属

（Corynebacterium）微生物。

5.根据权利要求1所述的阿洛酮糖的制备方法，其特征在于，使上述果糖转换为甘露醇

的步骤在包含甲酸的培养基中执行，上述微生物还包含对甲酸脱氢酶进行编码的基因。

6.根据权利要求5所述的阿洛酮糖的制备方法，其特征在于，上述甲酸脱氢酶为氨基酸

序列如序列49所示的来源于母牛分枝杆菌（  Mycobacterium  vaccae ）  菌苗N10的甲酸脱

氢酶。

7.根据权利要求5所述的阿洛酮糖的制备方法，其特征在于，使上述果糖转换为甘露醇

的步骤在包含缓冲溶液的培养基的开放反应系统中执行。

8.根据权利要求1所述的阿洛酮糖的制备方法，其特征在于，上述微生物还包含对葡萄

糖转运蛋白质进行编码的基因。

9.根据权利要求8所述的阿洛酮糖的制备方法，其特征在于，上述葡萄糖转运蛋白质为

氨基酸序列如序列50所示的来源于运动发酵单胞菌（Zymomonas  mobilis）的葡萄糖转运蛋

白质。

10.根据权利要求1所述的阿洛酮糖的制备方法，其特征在于，分离上述甘露醇的步骤

通过根据溶剂作用下的甘露醇与阿洛酮糖的溶解度差异的甘露醇的结晶化来执行。

11.根据权利要求1所述的阿洛酮糖的制备方法，其特征在于，还包括如下步骤：使作为

底物的果糖与阿洛酮糖‑3‑差向异构酶发生反应，来制备上述果糖及阿洛酮糖的混合物。

12.根据权利要求11所述的阿洛酮糖的制备方法，其特征在于，制备上述果糖及阿洛酮

糖的混合物的步骤在40℃至90℃的温度下在微生物内执行。

13.根据权利要求1所述的阿洛酮糖的制备方法，其特征在于，上述甘露醇的分离通过

液体色谱法来执行。

14.一种阿洛酮糖和甘露醇的混合物的制备方法，其特征在于，包括如下步骤：在还原

型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸供给源存在下，果糖及阿洛酮糖的混合物与甘露醇‑2‑脱氢酶反

应来使上述果糖转换为甘露醇，
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使上述果糖转换为甘露醇的步骤利用包含对甘露醇‑2‑脱氢酶进行编码的基因的微生

物来执行。
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阿洛酮糖的制备方法

技术领域

[0001] 本发明涉及能够以高纯度分离阿洛酮糖的阿洛酮糖的制备方法。

背景技术

[0002] 阿洛酮糖(D‑psicose)为果糖(D‑fructose)的3号碳的差向异构体(epimer)，虽然

像普通糖类一样具有甜味，但由于无法在人体内代谢，因而属于因卡路里几乎为零而对糖

尿病及肥胖患者而言可作为代替白糖的功能性甜味剂来使用的功能性糖。并且，具有通过

抑制在肝脏参与脂质合成的酶的活性来减少腹部肥胖的功能，是当前作为糖尿病和动脉硬

化治疗剂来进行研究的糖。

[0003] 像这样，随着阿洛酮糖作为甜味剂备受瞩目，在食品产业领域，开发可有效生产阿

洛酮糖的方法的必要性逐渐增加。由于在天然物质内的糖蜜处理过程或葡萄糖异构化反应

过程中存在非常少量的阿洛酮糖，因而现有的阿洛酮糖生产主要通过化学过程来实现。比

利克(Bilik)等人曾开发利用钼酸(molybdic  acid)离子的催化作用来从果糖生产阿洛酮

糖的技术。麦克唐纳(McDonald)通过对1,2:4,5‑二‑o‑丙酮缩甘油‑β‑D‑果糖(1,2:4,5‑di‑

o‑ispropylidene‑bata‑D‑fructopyranose)进行三步骤化学处理过程来生产了阿洛酮糖。

并且，多纳(Doner)通过对乙醇、三乙胺及果糖一同进行加热的方法生产了阿洛酮糖。但是，

这些通过化学方法生产阿洛酮糖的方法花费很多费用，相反，存在生产效率低、产生大量副

产物的问题。

[0004] 作为基于生物学方法实现的阿洛酮糖生产方法，肯·伊兹莫里(Ken  Izumori)等

人证实了可利用微生物细胞反应来从半乳糖醇(galacitol)、d‑塔格糖(D‑tagatose)或D‑

塔罗糖醇(D‑talitol)等生产阿洛酮糖。但是，这些底物属于自然界中非常稀缺的糖或糖

醇，具有成本高的缺点。

[0005] 酶转换方法有在重组大肠杆菌中生产并纯化分离微生物菊苣假单胞菌ST‑24

(Pseudomonas  cichorii  ST‑24)的D‑塔格糖‑3‑差向异构酶(D‑tagatose‑3‑epimerase)来

使果糖酶转换为阿洛酮糖的方法，肯·伊兹莫里等人曾利用固定D‑塔格糖‑3‑差向异构酶

的反应系统来以25％的转换率生产了阿洛酮糖。

[0006] 根据这种现有技术，为了从果糖生产阿洛酮糖，以往以通过纯化酶，固定所纯化的

酶来提高阿洛酮糖生产率的方向进行了研究。但这种酶纯化过程实际需要很多时间和费

用。

[0007] 另一方面，果糖具有与阿洛酮糖类似的物性，从而即使生产阿洛酮糖，也存在难以

从果糖中分离其的问题。

[0008] 因此，需要能够以高效率生产阿洛酮糖且容易分离其的阿洛酮糖的生产方法。

[0009] 现有技术文献

[0010] 专利文献

[0011] 韩国公开专利第2013‑0029754号
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发明内容

[0012] 技术问题

[0013] 本发明的目的在于，提供能够以高纯度分离阿洛酮糖的阿洛酮糖的制备方法。

[0014] 本发明的目的在于，提供阿洛酮糖的生产能力得到改善的阿洛酮糖的制备方法。

[0015] 解决问题的方案

[0016] 本发明的一实施方式提供阿洛酮糖的制备方法，其包括：在果糖及阿洛酮糖的混

合物中添加甘露醇脱氢酶来使上述果糖转换为甘露醇的步骤；以及从上述混合物中分离上

述甘露醇的步骤。

[0017] 作为阿洛酮糖的代表性的制备方法，可例举利用催化剂来将果糖转换为阿洛酮糖

的化学方法、将对催化从果糖到阿洛酮糖的转换的酶进行编码的基因导入于微生物，来从

中将果糖转换为阿洛酮糖的生物学方法等。

[0018] 这些方法具有均将果糖用作底物的共同点，果糖和阿洛酮糖的物性类似，从而存

在难以从反应混合物中分离阿洛酮糖的问题。

[0019] 但是，本发明人着眼于可使果糖和阿洛酮糖的混合物与甘露醇脱氢酶发生反应来

将果糖转换为甘露醇，并从甘露醇中分离阿洛酮糖，来更容易且高效率地分离阿洛酮糖的

情况，从而完成了本发明。

[0020] 以下，详细说明本发明。

[0021] 根据本发明的一实例，首先，在果糖及阿洛酮糖的混合物中添加甘露醇脱氢酶来

使上述果糖转换为甘露醇。

[0022] 上述果糖及阿洛酮糖的混合物是通过化学或生物学方法来将果糖转换为阿洛酮

糖之后的经转换的阿洛酮糖和未转换的果糖的混合物。

[0023] 对此，本发明还可包括如下步骤：使作为底物的果糖与其差向异构酶发生反应，来

制备上述果糖及阿洛酮糖的混合物。

[0024] 上述差向异构酶可以为阿洛酮糖‑3‑差向异构酶，具体地，可以为来源于根癌土壤

杆菌(Agrobacterium  tumefaciens)的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶或来源于粪厌氧棒状菌

(Anaerostipes  caccae)的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶。

[0025] 对上述差向异构酶进行编码的基因可以为对来源于序列1的根癌土壤杆菌的阿洛

酮糖‑3‑差向异构酶进行编码的基因或对来源于序列2的粪厌氧棒状菌的阿洛酮糖‑3‑差向

异构酶进行编码的基因。

[0026] 来源于根癌土壤杆菌的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶可具有序列3的氨基酸序列，来源

于粪厌氧棒状菌的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶可具有序列4的氨基酸序列。

[0027] 差向异构酶具有更优秀的高温稳定性，从这个方面来看，优选地，对差向异构酶进

行编码的基因可以为对序列5的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的氨基酸序列进行编码的基因。

[0028] 上述序列5的氨基酸序列为来源于根癌土壤杆菌的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的氨

基酸序列中的第33个氨基酸被亮氨酸取代且第213个氨基酸被半胱氨酸取代的序列，其热

稳定性优秀。

[0029] 本发明的发明人确认了来源于梭菌属的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶具有优秀的热稳

定性，参照图7，在热稳定性高的来源于梭菌属的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的情况下，一个氨

基酸具有与其相对应的序列，或具有如上所述的两个序列。
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[0030] 对此，不仅是来源于根癌土壤杆菌的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶，来源于其他菌株的

阿洛酮糖‑3‑差向异构酶也被确认到与来源于上述根癌土壤杆菌的阿洛酮糖‑3‑差向异构

酶的氨基酸序列的第33个氨基酸、第213个氨基酸相对应的氨基酸序列为对提高热稳定性

重要的序列。

[0031] 这种氨基酸序列的具体的例可例举在序列6的氨基酸序列中第32个氨基酸被亮氨

酸取代或第196个氨基酸被半胱氨酸取代的序列。序列6为对图7中的用方框所标注的序列

进行排列的序列，是在本发明中所使用的根癌土壤杆菌、粪厌氧棒状菌、鲍氏梭菌

(Clostridium  bolteae)、来源于门冬虫梭菌(Clostridium  hylemonae)的阿洛酮糖‑3‑差

向异构酶氨基酸序列(序列3、序列4、序列9、序列10)的共同碱基序列。因此，上述微生物可

以为被对上述氨基酸序列进行编码的基因取代的，但并不限定于此。

[0032] 并且，同样，从优秀的高温稳定性、阿洛酮糖的生产能力方面来看，差向异构酶可

以为来源于梭菌属的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶，对其进行编码的基因可以为对来源于序列7

的鲍氏梭菌的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶进行编码的基因或对来源于序列8的门冬虫梭菌的

阿洛酮糖‑3‑差向异构酶进行编码的基因。从将高温稳定性极大化的方面来看，优选地，可

以为对来源于序列8的门冬虫梭菌的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶进行编码的基因。

[0033] 来源于鲍氏梭菌的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶可具有序列9的氨基酸序列，来源于门

冬虫梭菌的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶可具有序列10的氨基酸序列。

[0034] 在所例示的上述阿洛酮糖‑3‑差向异构酶中，来源于粪厌氧棒状菌的阿洛酮糖‑3‑

差向异构酶、具有在序列6的氨基酸序列中的第32个氨基酸被亮氨酸取代或第196个氨基酸

被半胱氨酸取代的序列的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶、来源于鲍氏梭菌的阿洛酮糖‑3‑差向异

构酶及来源于门冬虫梭菌的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的表示最佳活性的pH为7以下。

[0035] 果糖和差向异构酶的反应可在20℃至90℃的温度下执行，从阿洛酮糖的生产能力

极大化方面来看，优选地，可在40℃至90℃的温度下执行。具体地，例如，可以为40℃至50

℃、40℃至60℃、40℃至70℃、40℃至80℃、40℃至90℃、45℃至60℃、45℃至70℃、45℃至80

℃、45℃至90℃、50℃至70℃、50℃至80℃、50℃至90℃、55℃至60℃、55℃至70℃、55℃至80

℃、55℃至90℃、60℃至70℃、60℃至80℃、60℃至90℃、70℃至80℃、70℃至90℃、75℃至80

℃、75℃至90℃、80℃至90℃等。若反应温度大于90℃，则差向异构酶或后述的微生物有可

能被热损伤或变性。

[0036] 若上述反应在40℃以上的温度下执行，则差向异构酶有可能被热损伤或变性，因

而优选地，上述反应在微生物内执行。随着反应温度增加，阿洛酮糖生产能力更增加，但差

向异构酶热变性而有可能难以将其实现，但是，在微生物内执行上述反应的情况下，差向异

构酶由微生物保护，因而可在高温条件下执行反应。

[0037] 在本说明书中，术语“微生物”可以为可在液体培养基中进行培养的细胞。

[0038] 上述微生物可内在性表达上述差向异构酶或通过转化来表达上述差向异构酶。在

此情况下，可在微生物内生成差向异构酶来通过上述果糖与差向异构酶的微生物内反应连

续执行阿洛酮糖的生产。

[0039] 在上述微生物转化为对差向异构酶进行编码的基因来表达差向异构酶的情况下，

对上述差向异构酶进行编码的基因可以为对来源于序列1的根癌土壤杆菌的阿洛酮糖‑3‑

差向异构酶进行编码的基因或对来源于序列2的粪厌氧棒状菌的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶
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进行编码的基因。

[0040] 差向异构酶具有更优秀的高温稳定性，从这个方面来看，优选地，对差向异构酶进

行编码的基因可以为对序列5的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的氨基酸序列进行编码的基因。

[0041] 并且，同样，从优秀的高温稳定性、阿洛酮糖的生产能力方面来看，对差向异构酶

进行编码的基因可以为对来源于序列7的鲍氏梭菌的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶进行编码的

基因或对来源于序列8的门冬虫梭菌的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶进行编码的基因。

[0042] 上述微生物为原核细胞或真核细胞，可在液体培养基中进行培养，并可在上述的

高温条件下进行培养。上述微生物例如可以为细菌、霉或它们的组合。细菌可以为革兰氏阳

性细菌、革兰氏阴性细菌或它们的组合，从提高阿洛酮糖生产率方面来看，优选地，可以为

革兰氏阳性细菌。革兰氏阴性细菌可以为埃希氏菌属(Escherichia)。革兰氏阳性细菌可以

为芽孢杆菌属、棒状杆菌属、放线菌属、乳酸菌或它们的组合。霉可以为酵母、克鲁维酵母属

或它们的组合。

[0043] 在本发明的阿洛酮糖的生产方法中，若果糖与差向异构酶的反应在40℃以上的温

度下执行，则微生物优选为热稳定性高的高温型微生物(thermophiles)。例如，可以为棒状

杆菌属、放线菌属，更优选为谷氨酸棒状杆菌，最优选为向谷氨酸棒状杆菌ATCC  13032导入

对上述差向异构酶进行编码的基因的微生物。

[0044] 埃希氏菌属微生物可以为大肠杆菌，具体地，可以为向DH5α、MG1655、BL21(DE)、

S17‑1、XL1‑Blue、BW25113或它们的组合导入对差向异构酶进行编码的基因的微生物。

[0045] 并且，上述大肠杆菌可以为对内在性6‑磷酸果糖激酶进行编码的基因及由阿洛糖

代谢操纵子(allose  metabolic  operon)形成的一个区域实现非活性化的菌。

[0046] 对上述6‑磷酸果糖激酶进行编码的基因例如可以为具有序列11的核苷酸序列的

基因，6‑磷酸果糖激酶可以为具有序列12的氨基酸序列的酶。

[0047] 构成上述阿洛糖代谢操纵子的基因为rpiB、alsR、alsB、alsA、alsC、alsE及alsK，

可以为其中的一个以上的基因实现非活性化的基因。

[0048] 上述rpiB、alsR、alsB、alsA、alsC、alsE及alsK基因例如可以为分别具有序列13、

序列14、序列15、序列16、序列17、序列18及序列19的核苷酸序列的基因。

[0049] 上述rpiB、alsR、alsB、alsA、alsC、alsE及alsK基因可以为分别对序列20、序列21、

序列22、序列23、序列24、序列25及序列26的氨基酸序列进行编码的基因。

[0050] 术语“非活性化”意味着上述基因的表达减少或未形成表达的情况。上述“非活性

化”可通过本领域公知的方法来实现。例如，可通过同源重组 (h o m o l o g u o u s 

recombination)来实现非活性化。上述同源重组例如可由转位子突变(transposon 

mutagenesis)或P1转导(P1transduction)介导。

[0051] 棒状杆菌属微生物可以为谷氨酸棒状杆菌，具体地，可以为向谷氨酸棒状杆菌

ATCC13032导入对差向异构酶进行编码的基因的微生物。

[0052] 棒状杆菌属微生物可以为将内在性D‑果糖转换为D‑果糖1‑磷酸盐并使作为向菌

体内进行转运的PTS转运系统的ptsF(EIIFru、fruA、NCgl1861、GI:19553141、EC  2.7.1.69)

基因缺损或实现非活性化的微生物。

[0053] ptsF基因可以为具有序列27的核苷酸序列的基因，也可以为对序列28的氨基酸序

列进行编码的基因。

说　明　书 4/21 页

7

CN 107109443 B

7



[0054] 由于阿洛酮糖从D‑果糖生成，因而若使上述基因缺损或实现非活性化，则可抑制

果糖的磷酸化，因而可明显改善阿洛酮糖的生成效率。

[0055] 并且，棒状杆菌属微生物可以为使对甘露醇2 ‑脱氢酶 (m a n n i t o l  2 ‑

dehydrogenase)进行编码的mtlD(NCgl0108、GI:19551360、EC  1.1.1.67)基因缺损或实现

非活性化的微生物。

[0056] mtlD基因可以为具有序列29的核苷酸序列的基因，也可以为对序列30的氨基酸序

列进行编码的基因。

[0057] 若上述果糖与其差向异构酶的反应在微生物内执行，则可在包含果糖的培养基中

培养微生物。

[0058] 上述培养基可以为2YT培养基、LB培养基、TB培养基等的包含酵母提取物和氮源的

营养培养基。

[0059] 培养基所包含的果糖的浓度不受特别限制，例如，能够以1％(w/v)至80％(w/v)的

浓度包含，在上述范围内，例如，可以为1％(w/v)至35％(w/v)、10％(w/v)至80％(w/v)、

20％(w/v)至80％(w/v)、30％(w/v)至80％(w/v)、40％(w/v)至80％(w/v)等。优选地，可以

为1％(w/v)至50％(w/v)。

[0060] 并且，培养基可以为包含葡萄糖、甘油等的碳源、包含氨、尿素(urea)等的氮源、

钠、钾、钙、镁、锰、钴等的必要金属离子、包含维生素等的在本领域通常使用的规定

(defined)培养基。

[0061] 上述培养可以为连续、半连续或批量(batch)形式的培养。

[0062] 上述微生物可在包含果糖的培养基中以使菌体的浊度(在600nm的吸光度下测定

的测定值，以下称为OD600)达到0.01至300的浓度接种，例如，菌体的浊度可达到1至300、10

至300、20至300、5至300或40至300。通过使用包含这种高浓度的上述酶的菌体，可在包含高

浓度果糖的培养基中使果糖有效地转换为阿洛酮糖。

[0063] 上述培养可通过还添加用于诱导对差向异构酶进行编码的基因的表达的物质来

执行。

[0064] 用于诱导基因的表达的物质不受特别限制，可以为在本领域通常使用的物质。

[0065] 在本发明的阿洛酮糖的生产方法中，可在仅包含作为底物的果糖和用于供给辅助

因子的无机盐的培养基中生产阿洛酮糖。可在仅包含作为底物的果糖和用于供给辅助因子

的无机盐的培养基中执行上述反应。上述无机盐例如可以为锰盐或钴盐。从呈现更加得到

改善的阿洛酮糖的生产速度的方面来看，优选为钴盐，从可将所生产的阿洛酮糖安全地用

作食品等的方面来看，优选为锰盐。

[0066] 仅包含果糖和无机盐的培养基可以为果糖和无机盐溶解于溶剂的液体培养基。溶

剂例如可以为水。

[0067] 当利用微生物来生产阿洛酮糖时，除了阿洛酮糖之外，培养基中还会生成微生物

的有机酸等的代谢物等，因而培养基有可能逐渐被酸性化。由于本发明的仅包含果糖和无

机盐的培养基并不包含缓冲溶液，因而更优选地，使用最佳活性pH低的(例如，pH为7以下)

阿洛酮糖‑3‑差向异构酶。

[0068] 在上述果糖与差向异构酶发生反应之前，本发明的阿洛酮糖的生产方法还可包括

如下的步骤：在未包含上述果糖的培养基中培养上述微生物，来以使上述微生物具有休眠
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细胞的方式进行诱导。

[0069] 以具有上述休眠细胞的方式进行的诱导可通过在未包含果糖的培养基中将上述

微生物培养至静止期(stationary  phase)来执行。

[0070] 在本说明书中，休眠细胞(resting  cell)意味着处于不再进行增殖的状态的培养

细胞。在本说明书中，静止期意味着在培养细胞的过程中经过对数生长期(exponential 

phase)后使细胞的分裂及增殖停止来不再呈现出细胞个体数量的增加并使细胞成分的合

成和分解达到均衡的状态。

[0071] 因此，本发明的休眠细胞意味着处于结束生长并使细胞内的差向异构酶的表达达

到充分的状态的细胞，在以使微生物具有休眠细胞的方式进行诱导的情况下，差向异构酶

的表达量呈现最大值，从而可将阿洛酮糖的生产极大化。

[0072] 除了不包含果糖之外，未包含果糖的培养基可以为与上述的包含果糖的培养基相

同的培养基。

[0073] 并且，在上述果糖与其差向异构酶发生反应之后，本发明还可包括如下的步骤：回

收上述微生物来再用于使其他底物转换为阿洛酮糖。

[0074] 在本发明中，在微生物内执行果糖与其差向异构酶的反应，即使露出在高温下，也

可使差向异构酶得到微生物的保护，因此仍然呈现出酶的活性，因而可以再使用。

[0075] 即，可在上述反应之后，通过回收上述微生物来再用于使其他底物转换为阿洛酮

糖。

[0076] 若在可使所分离的微生物的生育得到维持的环境中执行反应，则再使用次数不受

限制，可达到数百次以上、数千次以上。

[0077] 若本发明还包括再使用微生物的步骤，则微生物多次露在高温下，因而优选地，使

用热稳定性高的高温型微生物，以使再使用时的酶的活性达到高的水平。

[0078] 在上述的例示内容中，优选地，可以为棒状杆菌属、放线菌属，更优选为谷氨酸棒

状杆菌，最优选为向谷氨酸棒状杆菌ATCC  13032导入对上述差向异构酶进行编码的基因。

[0079] 在本发明中，使上述果糖及阿洛酮糖的混合物与甘露醇脱氢酶发生反应，来将未

与差向异构酶发生反应的果糖转换为甘露醇。

[0080] 若在微生物内执行上述的果糖与阿洛酮糖的转换反应，则上述反应混合物可以为

从微生物中分离果糖和阿洛酮糖的混合物的上清液。

[0081] 上述甘露醇脱氢酶可以为甘露醇‑2‑脱氢酶。具体地，可以为来源于假肠膜明串珠

菌ATCC  12291(Leuconostoc  pseudomesenteroides  ATCC  12291)的甘露醇‑2‑脱氢酶

(GenBank:CAD31644 .1 ,GI:28865823)、来源于肠膜明串珠菌(Leuconostoc 

mesenteroides)的甘露醇‑2‑脱氢酶(GenBank:ACT22631.1,GI:253317413)、来源于类球红

细菌(Rhodobacter  sphaeroides)的甘露醇‑2‑脱氢酶(GenBank:AAC45771.1,GI:2338764)

或来源于荧光假单胞菌DSM  50106(Pseudomonas  fluorescens  DSM  50106)的甘露醇‑2‑脱

氢酶(GenBank:AAC04472.1,GI:2293418)，从果糖向甘露醇的转换率方面来看，优选地，可

以为来源于假肠膜明串珠菌ATCC  12291的甘露醇‑2‑脱氢酶。

[0082] 来源于假肠膜明串珠菌ATCC  12291的甘露醇‑2‑脱氢酶可具有序列43的氨基酸序

列，来源于肠膜明串珠菌的甘露醇‑2‑脱氢酶可具有序列44的氨基酸序列，来源于类球红细

菌的甘露醇‑2‑脱氢酶可具有序列45的氨基酸序列，来源于荧光假单胞菌DSM50106的甘露
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醇‑2‑脱氢酶可具有序列46的氨基酸序列。

[0083] 根据需要，果糖及阿洛酮糖的混合物与甘露醇脱氢酶的反应可在还原型烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸(NADH，(NAD，Nicotinamide  Adenine  Dinucleotide)的还原形态)供给源存

在下执行。

[0084] 还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸为甘露醇脱水酶的辅酶，在向甘露醇脱水酶供给还

原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸的情况下，可明显增加果糖向甘露醇的转换率。由此，反应液中

的果糖减少，从而可更容易分离阿洛酮糖。

[0085] 还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸供给源可不受限制地使用在本领域公知的物质，例

如，可以为甲酸及甲酸脱氢酶。

[0086] 甲酸脱氢酶可不受限制地使用在本领域公知的甲酸脱氢酶，例如，可以为来源于

母牛分枝杆菌菌苗N10 (Mycobacterium  vaccae  N10)的甲酸脱氢酶(formate 

dehydrogenase，FDH，GenBank:AB072394.1,GI:15982576)。

[0087] 来源于母牛分枝杆菌菌苗N10(Mycobacterium  vaccae  N10)的甲酸脱氢酶可具有

序列49的氨基酸序列。

[0088] 同样，上述反应混合物与甘露醇脱氢酶的反应可在微生物内执行。

[0089] 上述微生物为原核细胞或真核细胞，可在液体培养基中进行培养，并可在上述的

高温条件下进行培养。上述微生物例如可以为细菌、霉或它们的组合。细菌可以为革兰氏阳

性细菌、革兰氏阴性细菌或它们的组合，从提高阿洛酮糖生产率方面来看，优选地，可以为

革兰氏阳性细菌。革兰氏阴性细菌可以为埃希氏菌属。革兰氏阳性细菌可以为芽孢杆菌属、

棒状杆菌属、放线菌属、乳酸菌或它们的组合。霉可以为酵母、克鲁维酵母属或它们的组合。

[0090] 阿洛酮糖作为代替白糖的功能性甜味剂，用于食品中，上述微生物优选为一般认

为安全的(GRAS，Generally  Recognized  As  Safe)菌株。例如，可以为棒状杆菌属，更具体

地，可以为谷氨酸棒状杆菌，最优选地，可以为谷氨酸棒状杆菌ATCC  13032。

[0091] 上述微生物可内在性表达上述甘露醇脱氢酶或通过转化来表达上述甘露醇脱氢

酶。在此情况下，可在微生物内生成甘露醇脱氢酶来通过上述反应混合物与甘露醇脱氢酶

的微生物内反应连续执行甘露醇的生产。

[0092] 在上述微生物转化为对甘露醇脱氢酶进行编码的基因来使甘露醇脱氢酶表达的

情况下，可使来源于上述假肠膜明串珠菌KCTC  3652(Leuconostoc  pseudomesenteroides 

KCTC  3652)的甘露醇‑2‑脱氢酶(GenBank:CAD31644.1,GI:28865823)、来源于肠膜明串珠

菌(Leuconostoc  mesenteroides)的甘露醇‑2‑脱氢酶(GenBank:ACT22631 .1 ,GI:

253317413)、来源于类球红细菌的甘露醇‑2‑脱氢酶(GenBank:AAC45771.1,GI:2338764)或

来源于荧光假单胞菌DSM  50106(Pseudomonas  fluorescens  DSM  50106)的甘露醇‑2‑脱氢

酶(GenBank:AAC04472.1,GI:2293418)表达。

[0093] 并且，上述微生物可内在性表达甲酸脱氢酶或通过转化来表达甲酸脱氢酶。在此

情况下，可在微生物内生成甲酸脱氢酶来从甲酸生成还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸。由此，

所生成的还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸起到甘露醇脱氢酶的辅酶的作用，从而可明显增加

果糖向甘露醇的转换率。

[0094] 甲酸脱氢酶例如可以为来源于母牛分枝杆菌菌苗N10(Mycobacterium  vaccae 

N10)的甲酸脱氢酶(formate  dehydrogenase，FDH，GenBank:AB072394.1,GI:15982576)。
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[0095] 并且，上述微生物可内在性表达葡萄糖转运蛋白质(Glucose  Transport 

Protein，GLF)或通过转化来表达葡萄糖转运蛋白质。在此情况下，向微生物内的作为底物

的果糖的流入量增加，从而可增加甘露醇生成量。由此，反应液中的果糖减少，从而可更容

易分离阿洛酮糖。

[0096] 葡萄糖转运蛋白质可不受限制地使用在本领域公知的葡萄糖转运蛋白质，例如，

可以为来源于运动发酵单胞菌(Zymomonas  mobilis  subsp.mobilis  ZM4、ATCC  31821或

KCTC  1534)的葡萄糖转运蛋白质(GenBank:AAG29864.1；GI:11095424)。

[0097] 来源于运动发酵单胞菌(Zymomonas  mobilis  subsp.mobilis  ZM4、ATCC  31821或

KCTC  1534)的葡萄糖转运蛋白质可具有序列50的氨基酸序列。

[0098] 在上述果糖与其差向异构酶的反应在微生物内执行的情况下，可在上述的培养基

中培养微生物。

[0099] 在上述微生物内在性表达甲酸脱氢酶或通过转化来表达甲酸脱氢酶的情况下，培

养基还包含甲酸。

[0100] 此时，培养基的pH可以为6至7.5，更优选地，pH可以为6.5至7.0。若pH在上述范围

内，则甘露醇生产率优秀，从而可更容易分离阿洛酮糖。上述范围的pH是通过将乙酸钠、哌

嗪‑1,4‑二乙磺酸(PIPES)、磷酸钠缓冲溶液等用作液体培养基的溶剂或使用水来取得的。

[0101] 并且，若上述微生物可内在性表达甲酸脱氢酶或通过转化来表达甲酸脱氢酶，则

使上述果糖转换为甘露醇的步骤可在开放的反应系统中执行。在此情况下，释放通过甲酸

与甲酸脱氢酶的反应来生成的CO2，从而可活跃地维持甲酸脱氢酶的作用。只是，甲酸的消

耗有可能使培养基的pH变高，优选地，培养基包含缓冲溶液作为液体溶剂，更优选地，可使

用哌嗪‑1,4‑二乙磺酸缓冲溶液。

[0102] 在上述反应混合物与甘露醇脱氢酶发生反应之前，本发明的阿洛酮糖的生产方法

还可包括如下的步骤：在未包含上述果糖的培养基中培养上述微生物，来以使上述微生物

具有休眠细胞的方式进行诱导。

[0103] 并且，在上述反应混合物与甘露醇脱氢酶发生反应之后，本发明还可包括如下的

步骤：回收上述微生物来再用于使其他底物转换为甘露醇。

[0104] 之后，从上述混合物中分离上述甘露醇。

[0105] 果糖和阿洛酮糖具有类似的物性，从而难以分离，但甘露醇的物性与阿洛酮糖的

物性不同，从而可从甘露醇容易分离阿洛酮糖。

[0106] 其分离方法不受特别限制，例如，可例举离心分离、过滤、结晶化、离子交换色谱法

等的方法，甘露醇和阿洛酮糖对于溶剂的溶解度差异大，因而优选地，可通过根据甘露醇和

阿洛酮糖对于溶剂的溶解度差异的结晶化来进行分离。例如，可使用在包含第一溶剂的反

应液内添加第一溶剂和另一第二溶剂来使甘露醇结晶化，或使反应液内的溶剂加热及浓缩

来使甘露醇结晶化等的方法。

[0107] 上述溶剂不受特别限制，例如，可例举水、盐类水溶液、乙醇、己烷、丙酮等。这些可

单独使用或混合两种以上来使用。

[0108] 并且，甘露醇和阿洛酮糖还可通过液体色谱法来进行分离。阿洛酮糖和果糖的物

性类似，从而停留在液体色谱法中的柱的时间类似，导致峰上面积相重叠，但阿洛酮糖和甘

露醇的物性不同，从而在峰上分离，因而可容易进行分离。
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[0109] 并且，本发明的一实施方式提供阿洛酮糖的制备方法，其包括如下的步骤：在果糖

及阿洛酮糖的混合物中添加甘露醇脱氢酶来使上述果糖转换为甘露醇。

[0110] 在果糖及阿洛酮糖的混合物中添加甘露醇脱氢酶来使上述果糖转换为甘露醇的

步骤如上所述可通过化学或生物学方法来将果糖转换为阿洛酮糖之后，在经转换的阿洛酮

糖和未转换的果糖的混合物中添加甘露醇脱氢酶，来使果糖转换为甘露醇。

[0111] 如上所述，上述反应混合物与甘露醇脱氢酶的反应可在微生物内执行。具体的方

法如上所述。

[0112] 阿洛酮糖为果糖的3号碳的差向异构体，虽然像普通糖类一样具有甜味，但由于无

法在人体内代谢，因而属于因卡路里几乎为零而对糖尿病及肥胖患者而言可作为代替白糖

的功能性甜味剂来使用的糖，但果糖的卡路里高，且当过度摄取时，有可能成为使胰岛素敏

感性降低来诱发糖尿病的主要原因。

[0113] 但是，甘露醇与果糖不同，是卡路里低，不易被体内吸收，且需要长时间的代谢的

多糖类，也是利用为糖尿病患者的甜味剂的成分。

[0114] 由此，若在果糖及阿洛酮糖的混合物中添加甘露醇脱氢酶来使上述果糖转换为甘

露醇，则即使不将阿洛酮糖单独分离为甘露醇，以阿洛酮糖和甘露醇的混合物状态用作甜

味剂，也可利用为减少了糖尿病、肥胖等代谢综合征诱发可能性的代替白糖的功能性甜味

剂。

[0115] 并且，本发明还可包括如下的步骤：使作为底物的果糖与其差向异构酶发生反应，

来制备上述果糖及阿洛酮糖的混合物。

[0116] 使作为底物的果糖与其差向异构酶发生反应，来制备上述果糖及阿洛酮糖的混合

物的步骤可通过上述的方法来执行。

[0117] 并且，在上述果糖与其差向异构酶发生反应之后，本发明还可包括如下的步骤：回

收上述微生物来再用于其他底物向阿洛酮糖的转换，同样，这可通过上述的方法来执行。

[0118] 发明的效果

[0119] 根据本发明的方法，能够以高纯度分离阿洛酮糖，从而明显改善阿洛酮糖的生产

收率。

[0120] 根据本发明的方法，改善阿洛酮糖的生产量及生产速度。

附图说明

[0121] 图1为从导入了阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的谷氨酸棒状杆菌转化体对来自作为根

据休眠细胞转换反应的反应温度的底物的果糖的阿洛酮糖生产量进行测定来表示的。

[0122] 图2为从导入了阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的大肠杆菌MG1655转化体对来自作为根

据休眠细胞转换反应的反应温度的底物的果糖的阿洛酮糖生产量进行测定来表示的。

[0123] 图3为对利用导入了阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的谷氨酸棒状杆菌和大肠杆菌

MG1655转化体来在60℃温度下将阿洛酮糖生产休眠细胞转换反应进行3小时之后，再回收

菌体来在相同反应条件下进行反应而得的阿洛酮糖生产量进行测定来表示的。

[0124] 图4为从根据用于导入了阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的谷氨酸棒状杆菌转化体的休

眠细胞转换反应的阿洛酮糖生产反应培养基的组成变化的果糖表示阿洛酮糖的生产量的。

[0125] 图5为表示导入了阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的谷氨酸棒状杆菌转化体的休眠细胞
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转换反应时的来源于阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的菌株及根据阿洛酮糖生产反应培养基组成

的阿洛酮糖的生产量的。

[0126] 图6为表示导入了阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的谷氨酸棒状杆菌转化体的休眠细胞

转换反应时的来源于阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的菌株及根据加热时间的阿洛酮糖的生产量

的。

[0127] 图7为比较来源于多种菌株的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的氨基酸序列的。

[0128] 图8为根据导入了来源于梭菌属的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的谷氨酸棒状杆菌的

再使用次数的阿洛酮糖的生产量的。

[0129] 图9为表示利用导入了来源于多种菌株的甘露醇脱氢酶和甲酸脱氢酶的棒状杆菌

重组菌株来生产的甘露醇生产量的图表。LpMDH表示来源于假肠膜明串珠菌的甘露醇脱氢

酶，LmMDH表示来源于肠膜明串珠菌的甘露醇脱氢酶，RsMDH表示来源于类球红细菌的甘露

醇脱氢酶，且PfMDH表示来源于荧光假单胞菌的甘露醇脱氢酶。

[0130] 图10为表示当提供由阿洛酮糖和果糖形成的混合糖作为底物时，未利用甘露醇脱

氢酶来发生反应而残留的阿洛酮糖的量(图10的(A)部分)和从果糖转换的甘露醇生产量

(图10的(B)部分)的图表。

[0131] 图11为表示使用包括具有分别不同的pH的缓冲溶液的转换培养基时以及不使用

缓冲溶液而使用含水的转换培养基时的甘露醇生产量(图11的(A)部分)和pH变化(图11的

(B)部分)的图表。W表示将无缓冲溶液的水用作转换培养基，SA表示将pH为5的乙酸钠

(sodium  aceteate)缓冲溶液用作转换培养基，P表示将pH为6的哌嗪‑1,4‑二乙磺酸缓冲溶

液用作转换培养基，SP表示将pH为6.5的磷酸钠(sodium  phosphate)缓冲溶液用作转换培

养基。

[0132] 图12为比较使用作为密闭反应容器的锥形管(conical  tube)和作为开放反应容

器的试管(test  tube)之后的甘露醇生产量(图12的(A)部分)和pH变化(图12的(B)部分)的

图表。

[0133] 图13为表示在作为开放反应容器的试管中将水或pH为6的哌嗪‑1 ,4‑二乙磺酸缓

冲溶液用作转换培养基时的甘露醇生产量的图表。

[0134] 图14为比较根据葡萄糖转运蛋白质的导入与否的甘露醇生产量的图表。

[0135] 图15为表示根据乙醇添加量来分离在甘露醇转换反应混合糖溶液中进行结晶化

的甘露醇之后的果糖、甘露醇、阿洛酮糖的浓度的曲线图。

[0136] 图16为表示分离随着通过蒸发减少甘露醇转换反应混合糖溶液的体积而结晶化

的甘露醇之后的果糖、甘露醇、阿洛酮糖的浓度的曲线图。

[0137] 图17为比较在根据阿洛酮糖生产工序之后添加的甘露醇转换反应有无的反应液

内的多种混合糖的高性能液体色谱法中分离能力状态的曲线图。

具体实施方式

[0138] 以下，为了具体说明本发明，例举实施例来进行详细说明。

[0139] 实施例

[0140] 1 .在利用谷氨酸棒状杆菌菌株来从果糖生产阿洛酮糖的过程中根据温度的阿洛

酮糖生产速度及生产量变化
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[0141] (1)重组菌株的制备

[0142] 使作为大肠杆菌‑棒状杆菌穿梭载体的pCES208(J.Microbiol.Biotechnol.,18:

639‑647,2008)发生变形来制作插入有终止子(terminator)和lac启动子的pSGT208穿梭载

体，从而进行使用。

[0143] 为了从谷氨酸棒状杆菌生产阿洛酮糖，阿洛酮糖‑3‑差向异构酶将根癌土壤杆菌

(Agrobacterium  tumefaciens  str .C58；taxid:176299；GenBank  NID:NC_003062 ,

ATCC33970)的dpe基因(AGR_L_260,GI:15890243，序列1)导入于已制作的上述pSGT208穿梭

载体来进行使用。

[0144] 详细地，利用序列31的引物1和序列32的引物2来从根癌土壤杆菌基因组扩增dpe

基因，使用限制酶KpnI和BamHI来进行切割，并向pSGT208穿梭载体的相同部位进行插入，从

而制作了包含阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的pS208‑dpe重组穿梭载体。

[0145] 之后，为了在谷氨酸棒状杆菌中增加阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的表达量，在pS208‑

dpe中将lac启动子取代为来源于pTrc99a的trc启动子，并将其命名为pS208cT‑dpe。

[0146] 将所制作的包含上述阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的重组载体pS208‑dpe、pS208cT‑

dpe和作为其阴性对照组的pSGT208载体导入于野生型谷氨酸棒状杆菌ATCC  13032来进行

转化，并将其利用于从果糖生产阿洛酮糖的生产当中。转化法采用了Handbook  of 

Corynebacterium  glutamicum(Lothar  Eggeling等，ISBN  0‑8493‑1821‑1 ,2005by  CRC 

press)中的方法。

[0147] (2)重组菌株的培养及利用其的阿洛酮糖的生产

[0148] 为了确保高浓度的菌体，将在上述中制备的谷氨酸棒状杆菌转化体接种到包含20

μg/ml的卡那霉素的5ml的LB培养基(Difco)来在30℃温度且250rpm的条件下进行种培养，

之后，接种到包含10g/L的葡萄糖及20μg/ml的卡那霉素的最小培养基(每1l包含1g的

K2HPO4、10g的(NH4)2SO4、0.4g的MgSO47H2O、20mg的FeSO47H2O、20mg的MnSO45H2O、50mg的NaCl、

2g的尿素、0.1mg的生物素(biotin)、0.1mg的硫胺素(thiamine))来进行了本培养。本培养

在具有槽的500ml的三角烧瓶中以100ml的体积在30℃温度且180rpm的条件下进行12个小

时，从而诱导了充分的菌体量和蛋白质的充分表达。

[0149] 对所得到的上述培养液进行离心分离来去除上清液，并回收菌体，从而在包含作

为底物的40％(w/v)果糖的与上述相同的最小培养基中以使菌体浓度达到40OD600的方式

进行再悬浮之后，在25℃、30℃、37℃、50℃、60℃或70℃温度且180rpm的条件下进行了休眠

细胞转换反应。

[0150] 利用高性能液体色谱法(HPLC)来测定了果糖及阿洛酮糖的浓度。高性能液体色谱

法使用了设置有Kromasil  5NH2柱(4.6mm×250mm)的SCL‑10A(日本岛津公司，Shimadzu)，

移动相利用75％乙腈来在以1.5mL/分钟流下并在40℃温度下分离后，利用反射指数(RI，

Reflective  Index)检测器来进行了分析。在上述条件下，果糖的停留时间(retention 

time)为5.5分钟，阿洛酮糖的停留时间为4.6分钟。

[0151] 图1示出了测定结果。参照图1，使导入了pSGT208cT‑dpe穿梭载体的谷氨酸棒状杆

菌ATCC  13032菌株在包含40％果糖的培养基中进行转换反应，其结果表明反应温度越高，

阿洛酮糖的生产速度越快，生产量越增加。尤其，在50℃、60℃、70℃温度下发生反应的实验

组大致在3个小时的时间内使阿洛酮糖‑3‑差向异构酶达到酶的反应平衡，从而生产了约
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120g/L的阿洛酮糖，这可被视为阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的从果糖转换为阿洛酮糖的转换

速度及生产量依赖于温度。

[0152] 生产量以50℃温度为起点来急剧增加，这属于比正常酶反应所需的温度明显高的

温度，判断为在该温度下，酶与底物之间的反应的状态发生变化。

[0153] 2.在利用大肠杆菌来从果糖生产阿洛酮糖的过程中根据温度的阿洛酮糖生产速

度及生产量变化

[0154] 根据在韩国专利授权号第10‑1106253号中的实施例1中所记载的方法，制备了使

用向pTrc99A载体导入来源于根癌土壤杆菌的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的pTPE质体进行转

化的E.coli  MG1655(ΔpfkA，als2)菌株。

[0155] 为了阻断阿洛酮糖分解路径，利用了pfkA(序列11)和als2(序列14、序列15、序列

16、序列17、序列18及序列19)基因缺损的大肠杆菌MG1655。

[0156] 为了确保高浓度的菌体，将在上述中所制备的大肠杆菌MG1655转化体接种到包含

100μg/ml的氨比西林的5ml的LB培养基(Difco)，并在37℃温度且250rpm的条件下进行种培

养，之后，接种到包含10g/L的葡萄糖及100μg/ml的氨比西林的2YT培养基进行了本培养。本

培养在具有槽的500ml的三角烧瓶中以100ml的体积在37℃温度且180rpm的条件下进行12

个小时，从而诱导了充分的菌体量和蛋白质的充分表达。

[0157] 对所得到的上述培养液进行离心分离来去除上清液，并回收菌体，从而在包含作

为底物的40％(w/v)果糖的大肠杆菌最小培养基M9培养基中(每1l包含11.3g的M9最小盐

(minimal  salts)(Difco)、0.1mL的1M  CaCl2、2mL的1M  MgSO4、1mL的100mM  MnSO45H2O)中以

使菌体浓度达到40OD600的方式进行再悬浮之后，分别在37℃、60℃或70℃温度且180rpm的

条件下进行了休眠细胞转换反应。果糖及阿洛酮糖的浓度根据在上述实施例1中所记载的

方法来进行了分析。图2示出测定结果。

[0158] 参照图2，也使导入了pTPE载体的大肠杆菌MG1655(ΔpfkA、als2)菌株在包含40％

果糖的培养基中进行转换反应，其结果也表明反应温度越高，阿洛酮糖的生产速度越快，生

产量越增加。尤其，在60℃、70℃温度下发生反应的实验组也与棒状杆菌中的实验一样，大

致在2个小时的时间内使阿洛酮糖‑3‑差向异构酶达到酶的反应平衡，从而生产了约120g/L

的阿洛酮糖。

[0159] 这重新证明了阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的从果糖转换为阿洛酮糖的转换速度及生

产量依赖于温度。

[0160] 以作为代表性的革兰氏阳性菌的棒状杆菌和作为代表性的革兰氏阴性菌的大肠

杆菌作为对象来在高温条件下进行休眠细胞转换反应实验，其结果可知，作为糖转换酶的

阿洛酮糖‑3‑差向异构酶在细胞内在极寒外部环境中受到保护，因而与单纯的酶的状态相

比，可在高温条件下，不发生热变性，并以更快的速度生产阿洛酮糖。这种细胞转换反应的

优点也可适用于大部分微生物。

[0161] 3.谷氨酸棒状杆菌转化菌体通过在休眠细胞转换反应中的菌体回收及再使用来

实现的从果糖生产的阿洛酮糖的连续生产

[0162] 从上述实施例1及实施例2的结果中可知，当将阿洛酮糖‑3‑差向异构酶导入于棒

状杆菌和大肠杆菌转化体内，并在50℃以上的高温条件下进行转换反应时，在3小时以内使

阿洛酮糖的生产量达到最大值之后，并不再增加。
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[0163] 即，为了确认阿洛酮糖‑3‑差向异构酶在达到使阿洛酮糖的生产量达到最大值的

反应平衡的3个小时之后还残留多少使果糖转换为阿洛酮糖的活性，回收在存在果糖的条

件下通过3个小时的休眠细胞转换反应来用于阿洛酮糖生产的菌体，来再用于阿洛酮糖生

产休眠细胞转换反应中。

[0164] 上述菌体的再使用休眠细胞转换反应在60℃温度下反复进行了3次。最初的休眠

细胞转换反应表示为R0，从之前的反应液中回收菌体来进行第一次再使用的休眠细胞转换

反应表示为R1，进行第二次再使用的休眠细胞转换反应表示为R2，进行第三次再使用的休

眠细胞转换反应表示为R3。培养条件及分析方法与实施例1相同。图3示出其结果。

[0165] 参照图3，即使在60℃的高温糖转换反应中也可再使用菌体。但是，越是再使用菌

体，酶的活性的规定部分越减少。并且，当在高温条件下再使用菌体时，作为革兰氏阳性菌

的谷氨酸棒状杆菌菌株的残留酶活性高于作为革兰氏阴性菌的大肠杆菌MG1655菌株的残

留酶活性。

[0166] 实施例4.在多种休眠细胞转换反应培养基中从果糖生产阿洛酮糖

[0167] 在上述实施例1中，在谷氨酸棒状杆菌中从果糖生产阿洛酮糖的转换反应中，利用

了包含40％果糖的最小培养基(每1l包含1g的K2HPO4、10g的(NH4)2SO4、0.4g的MgSO47H2O、

20mg的FeSO47H2O、20mg的MnSO45H2O、50mg的NaCl、2g的尿素、0.1mg的生物素、0.1mg的硫胺

素)。将用于该转换反应的培养基的结构成分最小化来制备更经济、简便的培养基，执行了

与在实施例1中使用的培养基之间的阿洛酮糖生产率比较。

[0168] 参照图4，即使使用包含40％果糖和0.1mM的MnSO4的磷酸盐缓冲液(phosphate 

buffer)(pH为7)培养基，更简便地，仅使用仅包含40％果糖和0.1mM的MnSO4的培养基，也在

最终生产的阿洛酮糖的生产量方面没有太大差异。上述状态在30℃和60℃的反应温度下均

同样被观察到。在未将0.1mM的MnSO4作为阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的辅助因子来进行添加

的情况下，得到了生产量减少的结果。

[0169] 在上述实施例中，可知用于阿洛酮糖生产休眠细胞转换反应的培养基的成分仅有

作为底物的果糖和作为阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的辅助因子的MnSO4即可。

[0170] 5.包含对来源于多种菌株的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶氨基酸序列进行编码的多核

苷酸的重组谷氨酸棒状杆菌的制备

[0171] 从德国微生物菌种保藏中心(DSMZ)公司购买了粪厌氧棒状菌(Anaerostipes 

caccae  DSM  14662；taxid:411490)的整体基因。将所购买的整体基因作为模板以包含阿洛

酮糖‑3‑差向异构酶推定基因(AP  endonuclease；Sequence  ID:gb|EDR98778 .1|；GI:

167654649；序列4)的方式将序列33及序列34的引物对作为引物来执行了第一次聚合酶链

式反应(PCR)。以扩增的聚合酶链式反应产物作为模板将与阿洛酮糖‑3‑差向异构酶基因特

异性结合的序列35及序列36的引物对用作引物，来执行了第二次聚合酶链式反应。

[0172] 使用限制酶BamHI和XbaI来将所得到的聚合酶链式反应的产物插入于pS208cT‑

dpe(在韩国专利申请号10‑2013‑0060703的实施例1中所记载的载体)的相同酶部位，来制

备了重组载体pS208cT‑AcDPE。

[0173] 将所制备的pS208cT‑AcDPE载体导入于野生型谷氨酸棒状杆菌ATCC  13032来进行

转化，并将其用于从果糖生产阿洛酮糖的生产中。转化法采用在Ha nd bo o k  o f 

Corynebacterium  glutamicum(Lothar  Eggeling等，ISBN  0‑8493‑1821‑1 ,2005by  CRC 
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press)中记载的方法。

[0174] 所得到的重组谷氨酸棒状杆菌菌株在‑80℃温度下得到保管后用于培养。

[0175] 包含鲍氏梭菌(Clostridium  bolteae  ATCC  BAA‑613；taxid:411902)的阿洛酮

糖‑3‑差向异构酶推定基因(hypothetical  protein  CLOBOL_00069；Sequence  ID:gb|

EDP19602.1|；GI:15844190；序列9)的质体从韩国益力多乳品有限公司购得。将与阿洛酮

糖‑3‑差向异构酶基因特异性结合的序列37及序列38的引物对用作引物来执行了聚合酶链

式反应。

[0176] 使用限制酶KpnⅠ和XbaⅠ来将所得到的聚合酶链式反应的产物插入于pS208cT‑dpe

(在韩国专利申请号10‑2013‑0060703的实施例1中所记载的载体)的相同酶部位，来制备了

重组载体pS208cT‑CbDPE。

[0177] 通过如上所述的方法将所制备的重组载体pS208cT‑CbDPE载体导入于野生型谷氨

酸棒状杆菌ATCC  13032来进行转化，并将其用于从果糖生产阿洛酮糖的生产中。所得到的

重组谷氨酸棒状杆菌菌株在‑80℃温度下得到保管后用于培养。

[0178] 从德国微生物菌种保藏中心购买了门冬虫梭菌(Clostridium  hylemonae  DSM 

15053；taxid:553973)的整体基因。将所购买的整体基因作为模板以包含阿洛酮糖‑3‑差向

异构酶推定基因(dolichol  monophosphate  mannose  synthase；Sequence  ID:ref|WP_

006442985.1|；GI:225161759；序列10)的方式将序列39及序列40的引物对作为引物来执行

了第一次聚合酶链式反应。以扩增的聚合酶链式反应产物作为模板将与阿洛酮糖‑3‑差向

异构酶基因特异性结合的序列41及序列42的引物对用作引物，来执行了第二次聚合酶链式

反应。

[0179] 使用限制酶BamHI和XbaI来将所得到的聚合酶链式反应的产物插入于pS208cT‑

dpe(在韩国专利申请号10‑2013‑0060703的实施例1中所记载的载体)的相同酶部位，来制

备了重组载体pS208cT‑ChDPE。

[0180] 通过如上所述的方法将所制备的pS208cT‑ChDPE载体导入于野生型谷氨酸棒状杆

菌ATCC  13032来进行转化，并将其用于从果糖生产阿洛酮糖的生产中。所得到的重组谷氨

酸棒状杆菌菌株在‑80℃温度下得到保管后用于培养。

[0181] 6.利用导入了来源于多种菌株的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的重组谷氨酸棒状杆菌

菌株来从果糖生产阿洛酮糖

[0182] 利用在上述实施例5中所制备的谷氨酸棒状杆菌转化体来确认了从高浓度的果糖

生产阿洛酮糖。

[0183] 将上述的转化体接种到包含20μg/ml的卡那霉素的2YT培养基来在30℃温度且

250rpm条件下进行种培养，之后，再次将转化体接种到包含20μg/ml的卡那霉素的2YT培养

基来进行了本培养。本培养在具有槽的300ml的三角烧瓶中以60ml的体积在30℃温度且

180rpm条件下培养7个小时，从而诱导了充分的菌体量和蛋白质的充分表达。

[0184] 对所得到的上述培养液进行离心分离来去除上清液，并回收菌体，从而在包含20μ

g/ml的卡那霉素、作为底物的40％(w/v)果糖和浓度为0.1mM的作为阿洛酮糖‑3‑差向异构

酶的主要辅助因子的锰或钴的简单的转换反应培养基中，在55℃温度下进行了休眠细胞转

换反应。果糖和阿洛酮糖的浓度采用在上述实施例1中所记述的方法相同的方法来进行了

测定。图5示出其结果。AtDPE是指以往使用的根癌土壤杆菌的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶。
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[0185] 参照图5，在所有导入了多种阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的重组菌株中，与锰相比，将

钴作为辅助因子时，阿洛酮糖的生产速度更快。

[0186] 导入了来源于粪厌氧棒状菌和根癌土壤杆菌的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的重组谷

氨酸棒状杆菌的阿洛酮糖生产量在6个小时时达到平衡，但导入了来源于梭菌属的阿洛酮

糖‑3‑差向异构酶的重组谷氨酸棒状杆菌的阿洛酮糖生产量在将锰作为辅助因子的情况

下，也在3个小时时达到平衡。

[0187] 因此，不仅可确认到来源于梭菌属的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶可实现从果糖生产

阿洛酮糖，阿洛酮糖的生产速度比来源于根癌土壤杆菌的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶更快。

[0188] 7.导入了来源于多种菌株的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的重组谷氨酸棒状杆菌菌株

的高温条件下的阿洛酮糖生产活性的持续维持

[0189] 从上述实施例1、实施例2的结果中，确认到当以50℃以上的高温条件进行转换反

应时，所有阿洛酮糖生产在3个小时以内完成。像这样，在高温条件下，从果糖生产阿洛酮糖

的生产速度快，因而需要即使再使用菌体的情况下也可在长时间的高温条件下维持稳定的

阿洛酮糖‑3‑差向异构酶。因此，确认了来源于多种菌株的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶在高温

条件下的活性维持程度。

[0190] 使通过上述实施例1中所记载的方法得到的菌体在2YT中进行浮游，从而利用振荡

培养器来在0小时、3小时、6小时、9小时、12小时、24小时的时间内持续施加60℃的热量。在

按各个时间施加热量之后，回收菌体，并在仅包含20μg/ml的卡那霉素、0.1mM的锰及40％

(w/v)的果糖的简单转换反应培养基中进行浮游，从而再次在60℃温度下进行3个小时的休

眠细胞转换反应。果糖和阿洛酮糖的浓度通过与上述实施例1中所记载的方法相同的方法

进行了测定。图6示出其结果。

[0191] 参照图6，导入了以往使用的来源于根癌土壤杆菌的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶和来

源于粪厌氧棒状菌的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的重组谷氨酸棒状杆菌在受到3个小时的60

℃热量之后，几乎无法进行阿洛酮糖的生产。相反，导入了来源于梭菌属的阿洛酮糖‑3‑差

向异构酶的重组谷氨酸棒状杆菌在受到24个小时的热量后，也维持阿洛酮糖的生产，从而

与来源于根癌土壤杆菌的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶相比，更加有利于高温工序下的阿洛酮

糖的生产。

[0192] 众所周知，当对于来源于根癌土壤杆菌的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的热稳定性起

到重要作用的序列(参考文献1)中的第33个氨基酸或第213个氨基酸分别被亮氨酸、半胱氨

酸取代时，50℃温度下的酶的半寿命分别达到3.3倍、7.2倍，或者，在两个均被取代时，达到

29.9倍。

[0193] 图7示出来源于根癌土壤杆菌的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的氨基酸序列与来源于

梭菌属的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的氨基酸序列之间的比较，参照图7，热稳定性高的来源

于梭菌属的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶使一个氨基酸具有与其相对应的序列或具有两个序

列。

[0194] 8.导入了来源于梭菌属的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的重组谷氨酸棒状杆菌菌体通

过在休眠细胞转换反应中的菌体回收及再使用来实现从果糖生产阿洛酮糖

[0195] 由于在上述实施例7中确认到来源于梭菌属的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶在高温条

件下具有稳定性，因而在导入了来源于梭菌属的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的两个重组菌株
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中，代表性地，使导入了门冬虫梭菌的阿洛酮糖‑3‑差向异构酶的重组谷氨酸棒状杆菌菌体

在高温条件下进行休眠细胞转换反应之后，确认了菌体再使用效果。

[0196] 在使通过与在上述实施例3中所记述的方法相同的方法得到的菌体在60℃温度下

进行3个小时的休眠细胞转换反应之后，再回收菌体来实施相同的休眠细胞转换反应，菌体

共被再使用3次(与上述实施例3中的条件相同的条件进行实验)。最初的休眠细胞转换反应

表示为R0，从之前的反应液中回收菌体来进行第一次再使用的休眠细胞转换反应表示为

R1，进行第二次再使用的休眠细胞转换反应表示为R2，进行第三次再使用的休眠细胞转换

反应表示为R3。图8示出其结果。

[0197] 参照图8，可知在高温条件下多次再使用菌体的过程中，导入了梭菌属的阿洛酮

糖‑3‑差向异构酶的重组菌体以阿洛酮糖生产量没有任何减少的方式维持规定量。可结合

上述实施例7的结果来确认到酶本身的热稳定性在高温条件下持续进行糖转换反应，并且，

在菌体的再使用过程中也非常有利。

[0198] 9.从果糖生产甘露醇的谷氨酸棒状杆菌重组菌株的开发

[0199] (1)重组棒状杆菌菌株的开发

[0200] 将以容易克隆的方式变形的pSGT208载体用作作为大肠杆菌‑棒状杆菌穿梭载体

的pCES208载体(在韩国专利申请号10‑2013‑0060703的实施例1中所记载的载体)。启动子

使用了去除lac操纵子来持续表达的trc启动子。

[0201] 作为甘露醇生产酶，使用了来源于假肠膜明串珠菌ATCC  12291(或KCTC  3652，

Leuconostoc  pseudomesenteroides  ATCC  12291)、肠膜明串珠菌、类球红细菌及荧光假单

胞菌DSM  50106(Pseudomonas  fluorescens  DSM  50106)的酶。

[0202] 从KCTC购买假肠膜明串珠菌菌株，并对整体基因组进行纯化之后，将其作为模板

来以包含甘露醇脱氢酶(mannitol  2‑dehydrogenase；MDH；GenBank:AJ486977 .1 ,GI:

28865822,序列43,LpMDH)的方式将序列47及序列48的引物对作为引物执行了聚合酶链式

反应。

[0203] 从GenScript合成了来源于肠膜明串珠菌的甘露醇脱氢酶(GenBank:ACT22631.1,

GI:253317413,序列44,LmMDH)、来源于类球红细菌的甘露醇脱氢酶(GenBank:AAC45771.1,

GI:2338764 ,序列45 ,RsMDH)及来源于荧光假单胞菌的甘露醇脱氢酶(GenBank:

AAC04472.1,GI:2293418,序列46,PfMDH)。

[0204] 使用限制酶KpnI和BamHI来向导入了去除lac操纵子的trc启动子的pSGT208载体

的相同的限制酶部位插入所得到的聚合酶链式反应产物及合成基因，从而制备了重组载体

pS208cT‑LpMDH、pS208cT‑LmMDH、pS208cT‑RsMDH及pS208cT‑PfMDH。

[0205] 并且，一同导入了有助于用作甘露醇脱氢酶的辅酶的还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸的持续再生的酶。作为有助于还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸的再生的酶，利用了通过从

甲酸到二氧化碳的氧化来再生还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸的甲酸脱氢酶。利用了来源于

母牛分枝杆菌菌苗N10 (Mycobacterium  vaccae  N10)的甲酸脱氢酶(formate 

dehydrogenase，FDH，GenBank:AB072394.1,GI:15982576,序列49)，并从GenScript合成了

基因。使用限制酶BamHI和XbaI来向之前构筑的pS208cT‑LpMDH、pS208cT‑LmMDH、pS208cT‑

RsMDH及pS208cT‑PfMDH载体的相同的限制酶部位插入所合成的基因，从而制备了重组载体

pS208cT‑LpMDH‑FDH、pS208cT‑LmMDH‑FDH、pS208cT‑RsMDH‑FDH及pS208cT‑PfMDH‑FDH。
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[0206] 将所制备的pS208cT‑LpMDH‑FDH、pS208cT‑LmMDH‑FDH、pS208cT‑RsMDH‑FDH及

pS208cT‑PfMDH‑FDH载体导入于野生型谷氨酸棒状杆菌ATCC  13032(Corynebacterium 

glutamicum  ATCC  13032)，转化法采用Handbook  of  Corynebacterium  glutamicum

(Lothar  Eggeling等，ISBN  0‑8493‑1821‑1,2005by  CRC  press)中的方法。所转化的重组

棒状杆菌菌株在‑80℃温度下进行保管来使用。

[0207] (2)利用重组菌株的甘露醇生产实验

[0208] 甘露醇生产使用了利用高浓度的菌体的休眠细胞转换反应。为了确保高浓度的菌

体，将所制备的上述谷氨酸棒状杆菌重组菌株接种到包含20μg/ml的卡那霉素的2YT培养

基，并以30℃温度且250rpm的条件进行种培养之后，在包含20μg/ml的卡那霉素、0.5％(v/

v)葡萄糖的2YT培养基中接种5％(v/v)至10％(v/v)的种培养液，从而以30℃温度且180rpm

的条件进行了诱导充分的菌体量及蛋白质表达的本培养。

[0209] 针对通过本培养得到的大量的菌体去除培养基之后，利用于转换反应中。休眠细

胞转换反应通过在包含10％(v/v)果糖和555mM的甲酸的100mM的磷酸钠(pH为6.5)缓冲溶

液中以使浓度成为OD60040的方式将菌体进行悬浮，来以30℃温度且250rpm的条件进行了

48个小时。果糖及甘露醇的浓度利用高性能液体色谱法来进行了测定。高性能液体色谱法

使用了设置有Kromasil  5NH2柱(4.6mm×250mm)的SCL‑10A(日本岛津公司)，移动相利用

80％乙腈来以1.5mL/分钟流下并在40℃温度下分离之后，利用反射指数检测器来进行了分

析。图9示出其测定结果。

[0210] 参照图9，根据甘露醇脱氢酶的甘露醇生产量无大的差异，但当利用来源于假肠膜

明串珠菌的甘露醇脱氢酶时，在48个小时的转换反应之后，从100g/L的果糖生产约26g/L的

甘露醇，从而呈现最多的甘露醇生产量。由此，之后，在甘露醇转换反应中继续使用了来源

于假肠膜明串珠菌的甘露醇脱氢酶。虽然未在实施例中表示，但与导入甲酸脱氢酶之前相

比，甘露醇生产量增加约86倍，从而可以确认到利用了甲酸脱氢酶的还原型烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸的再生起到有效作用。

[0211] 10.利用了阿洛酮糖和果糖的混合糖的甘露醇生产

[0212] 如上所述，阿洛酮糖和果糖的物性很类似。由此，若甘露醇脱氢酶为对于底物的特

异性不高的酶，则不仅是果糖，阿洛酮糖也被认定为底物，从而还可以被还原。因此，在阿洛

酮糖和果糖的混合糖中，仅将果糖转换为甘露醇，从而确认了容易与阿洛酮糖分离的战略

是否适用。

[0213] 利用所构筑的上述重组棒状杆菌菌株来仅将底物换为阿洛酮糖和果糖的混合糖，

从而以与实施例9中的实验条件相同的条件进行了实验。混合糖以可在从果糖到阿洛酮糖

的转换反应之后得到的果糖7和阿洛酮糖3(v/v)的比率制备而成，混合糖的浓度如同实施

例9利用了10％(v/v)。图10的(A)部分和图10的(B)部分示出其结果。

[0214] 图10的(A)部分表示未用作底物而残留的阿洛酮糖浓度，在48个小时的转换反应

期间，一直维持作为初始浓度的约30g/L，可确认到几乎未使用。图10的(B)部分表示从构成

100g/L的混合糖的70g/L的果糖生产的甘露醇量，在30℃的转换温度下，在48个小时的转换

反应期间，生产了约20g/L。由此，可以确认到甘露醇脱氢酶在阿洛酮糖和果糖一同存在的

混合糖底物溶液中选择性地仅将果糖用作底物。因此，确认了可成功适用将在从果糖到阿

洛酮糖的转换反应之后残留的果糖转换为甘露醇，从而容易分离阿洛酮糖的本专利的概
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念。

[0215] 11.利用多种转换培养基的甘露醇生产比较

[0216] 需要寻找用于提高甘露醇生产率的最佳pH条件，从而比较了根据pH的甘露醇生产

量。众所周知，甘露醇转换反应在弱酸性条件下发生，因而筛选了以弱酸性的pH维持的缓冲

溶液。并且，一同确认了即使利用无缓冲溶液而仅由水构成的转换培养基，甘露醇生产是否

也有效进行。

[0217] 使用无缓冲溶液的水(W)、pH为5的乙酸钠缓冲溶液(SA)、pH为6的哌嗪‑1 ,4‑二乙

磺酸缓冲溶液(P)来与以往使用的pH为6.5的磷酸钠缓冲溶液(SP)比较了甘露醇生产率。未

用实施例表示转换温度，但利用了比30℃呈现更快的转换反应的45℃，作为转换培养基，在

之前说明的水或缓冲溶液中包含作为底物的10％(v/v)果糖和555mM的甲酸，若使用缓冲溶

液，则使缓冲溶液浓度成为100mM。此外，以与上述实施例9中的实验条件相同的条件进行了

实验，随着转换速度变快，转换反应进行至24个小时为止。图11的(A)部分及图11的(B)部分

示出其结果。

[0218] 参照图11的(A)部分，当使用pH为6的哌嗪‑1 ,4‑二乙磺酸时，生产约29g/L的甘露

醇，从而呈现了最多的甘露醇生产量。并且，当使用由水构成的转换培养基时，与将以往使

用的pH为6.5的磷酸钠缓冲溶液作为转换培养基来生产的甘露醇生产量无差异，从而可以

确认到即使将水用作转换培养基来代替缓冲溶液，也可有效地生产甘露醇。

[0219] 根据使用图11的(A)部分的分别不同的转换培养基时的甘露醇生产量和图11的

(B)部分的转换反应时的pH变化的对照结果可知，若转换培养基的pH维持在6.5至7之间，则

活跃地进行甘露醇的生产。由此，当前条件下的最佳甘露醇生产pH视为6.5至7之间，这视为

将弱酸性pH5为最佳的甘露醇生产环境和将弱碱性pH7.5为最佳的甲酸脱氢酶的折中pH。

[0220] 12.根据有无反应容器密闭的甘露醇生产量比较

[0221] 在之前的实施例中，在转换反应中使用锥形管来在密闭的环境中实施了甘露醇转

换反应。但是，为了确认在甲酸的脱氢反应过程中生产的CO2不被排出而再次溶解于转换反

应培养基，从而影响反应的情况，使用气体进出自由的试管来执行了实验。以与将之前实施

例11的水用作转换培养基的实验条件相同的条件进行了实验。图12的(A)部分和图12的(B)

部分示出实验结果。

[0222] 图12的(A)部分表示在作为密闭容器反应条件的锥形管和作为开放容器反应条件

的试管中得到的甘露醇生产量。有关甘露醇生产，可以确认到在利用试管的开放环境下，反

而更少生产约9倍左右。但是，参照图12的(B)部分的pH测定结果，在开放环境下，甘露醇转

换反应进行24个小时之后的pH为9.2，可见与密闭环境下的pH为7.2相比，非常高。其原因推

定为在密闭的环境下，未排出CO2而以碳酸形态溶解于培养基，从而还妨碍pH的上升和甲酸

脱氢酶的作用。

[0223] 甲酸脱氢酶的作用具有通过甲酸消耗使培养基的pH上升的效果。但是，这应该是

在开放的环境下，容易排出CO2，且甲酸脱氢酶的作用也活跃，从而使pH大大上升，在这种高

的pH条件下，甘露醇脱氢酶的作用受到阻碍，从而减少甘露醇生产量的原因。

[0224] 因此，若甲酸脱氢酶的作用考虑是供给甘露醇脱氢酶的作用所需的还原型烟酰胺

腺嘌呤二核苷酸的反应，则推定为只要防止在甲酸脱氢酶的反应活跃的开放的环境下，pH

上升至阻碍甘露醇脱氢酶的反应的水平以上，则可得到高的甘露醇生产率。
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[0225] 13.在开放的环境下，利用弱酸性转换培养基的甘露醇生产

[0226] 如从之前实施例12中所确认，在利用试管的情况下，由于甲酸脱氢酶的活跃作用，

还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸的供给变得丰富。因此，在开放的环境下，以适合生产甘露醇

的方式将pH校正为弱酸性来生产了甘露醇。以使最终浓度成为300mM的方式向转换培养基

添加哌嗪‑1,4‑二乙磺酸(pH  6)缓冲溶液来校正了pH，转换温度利用了45℃。图13示出其结

果。

[0227] 参照图13，当未校正pH且使用仅由底物和水构成的培养基时，在12个小时期间，甘

露醇生产量低，是3.6g/L，但若利用哌嗪‑1,4‑二乙磺酸缓冲溶液来校正pH，则可以确认在

24个小时的转换反应之后，是51g/L，可知100g/L的果糖中的一半转换为甘露醇。这应该是

在开放的环境下，由于甲酸脱氢酶的还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸的再生速度得到提高，

且因使用哌嗪‑1,4‑二乙磺酸缓冲溶液来校正pH而提高甘露醇脱氢酶的甘露醇生产速度的

原因。

[0228] 14.通过导入果糖转运蛋白质来提高底物流入量

[0229] (1)重组棒状杆菌菌株的开发

[0230] 利用众所周知的流入了果糖的葡萄糖转运蛋白质来增加细胞内作为底物的果糖

的流入量，从而提高甘露醇的生产量。葡萄糖转运蛋白质使用了来源于运动发酵单胞菌

(Zymomonas  mobilis  subsp .mobilis  ZM4或ATCC  31821)的酶，并从KCTC购买(KCTC 

1534)。将所纯化的基因组作为模板，并对于运动发酵单胞菌的葡萄糖转运蛋白质

(GenBank:AAG29864.1；GI:11095424；序列50)将序列51及序列52的引物对作为引物来执行

了聚合酶链式反应。使用限制酶BamHI及XbaI来向pJC1‑1‑cT‑Cmp载体的相同的限制酶部位

插入所得到的聚合酶链式反应产物，从而构筑了重组载体pJC1‑1‑cT‑GLF‑Cmp。

[0231] 用于构筑的表达载体(pJC1‑1‑cT‑Cmp)是将作为大肠杆菌‑棒状杆菌穿梭载体的

pJC1变形而得的，导入了pSGT208载体的启动子可变区域和MCS区域，追加地，导入棒状杆菌

的终止子区域来构筑了pJC1‑1载体。由trc启动子取代包含pJC1‑1载体的lac操纵子的lac

启动子区域来构筑了pJC1‑1‑cT载体，为了与在之前实施例中使用的pSGT208载体一同用于

表达，由氯霉素抗生素抗性基因取代卡那霉素抗生素抗性基因来最终构筑了pJC1‑1‑cT‑

Cmp载体。

[0232] 将之前制备的pJC1‑1‑cT‑GLF‑Cmp重组载体导入于由pS208cT‑LpMDH‑FDH转化的

谷氨酸棒状杆菌ATCC  13032(Corynebacterium  glutamicum  ATCC  13032)，重组棒状杆菌

菌株在‑80℃温度下进行保管来使用。

[0233] (2)利用重组菌株的甘露醇生产实验

[0234] 利用之前构筑的重组棒状杆菌菌株来以与实施例13中的条件相同的条件使用哌

嗪‑1,4‑二乙磺酸缓冲溶液转换培养基进行了甘露醇生产实验，氯霉素浓度使用了5μg/ml。

图14示出其结果。

[0235] 参照图14，在未导入葡萄糖转运蛋白质的情况下，在24个小时的转换反应之后，生

产51g/L的甘露醇，相反，在导入葡萄糖转运蛋白质来提高果糖的流入量的情况下，通过24

个小时的转换反应来生产95g/L的甘露醇，从而呈现了从果糖接近100％的转换率。

[0236] 由此，将难以与阿洛酮糖分离的果糖转换为甘露醇，从而可从甘露醇容易分离阿

洛酮糖，且将阿洛酮糖和甘露醇混合糖其本身也能够以高价的功能性糖所利用。

说　明　书 19/21 页

22

CN 107109443 B

22



[0237] 15.通过甘露醇转换反应液中的甘露醇结晶化的阿洛酮糖含量增加

[0238] (1)通过添加乙醇的甘露醇的结晶化

[0239] 以往的果糖和阿洛酮糖的物理特性类似，从而当前难以分离及纯化。但是，甘露醇

与果糖和阿洛酮糖的溶解度差异大，因而可容易分离及纯化。在阿洛酮糖生产工序中，作为

底物的果糖以约30％的转换率转换为阿洛酮糖。因此，在使用400g/L的果糖的情况下，反应

结束之后的反应液混合有约280/L的果糖和约120g/L的阿洛酮糖。

[0240] 在上述反应液中，利用实施例13的重组棒状杆菌菌株(pS208cT‑MDH‑FDH)来执行

残留果糖的甘露醇转换反应，从而得到了混合有果糖(140g/L)、甘露醇(140g/L)及阿洛酮

糖(120g/L)的最终反应液。在微量离心管(Eppendorf‑tube)中以500μl的方式分注果糖

(140g/L)、甘露醇(140g/L)及阿洛酮糖(120g/L)混合糖溶液，并将乙醇从100μl添加至900μ

l的体积，从而对溶解度低的甘露醇进行结晶化来分离。

[0241] 在添加乙醇之后，在常温(25℃)条件下定置1个小时，并通过离心分离(13000rpm，

10分钟)来分离了经结晶化的甘露醇和溶液。以与实施例9中的条件相同的条件利用高性能

液体色谱法来分析了通过离心分离所得到的溶液中的糖浓度。图15示出其结果。

[0242] 参照图15，可以确认通过甘露醇结晶化维持甘露醇转换反应液中的果糖和阿洛酮

糖的浓度，相反，只有甘露醇的浓度明显下降。因此，通过添加乙醇仅分离甘露醇，从而可容

易得到阿洛酮糖含量增加的溶液。

[0243] (2)通过蒸发的甘露醇的结晶化

[0244] 将100mL的甘露醇转换反应混合糖溶液(果糖140g/L、甘露醇140g/L、阿洛酮糖

120g/L)放入烧杯进行搅拌，并通过水浴来煮。随着混合糖溶液蒸发，整体溶液浓度变高，体

积减小。此时，当通过蒸发的溶液的体积分别减小为100mL、75mL、50mL时，提取1mL的溶液来

在常温(25℃)条件下进行冷却，并使甘露醇进行结晶化。在对冷却的溶液进行离心分离

(13000rpm，10分钟)之后，提取上清液来以与实施例9中的条件相同的条件利用高性能液体

色谱法来测定了糖浓度。图16示出其结果。

[0245] 参照图16，可以确认在初始混合糖溶液中，果糖和阿洛酮糖的浓度被浓缩而增加，

相反，甘露醇的浓度下降。因此，若果糖转换为甘露醇，则仅通过提高温度的方法也可提高

混合糖内阿洛酮糖比率。

[0246] 16.从使用高性能液体色谱法的混合糖中分离阿洛酮糖

[0247] 利用实施例1的高性能液体色谱法分析条件来观察了甘露醇转换反应前后的反应

液内的多种混合糖的分离能力状态。使用阿洛酮糖生产反应液(阿洛酮糖120g/L、果糖

280g/L；图17的(A)部分)、50％甘露醇转换反应液(阿洛酮糖120g/L、果糖140g/L、甘露醇

140g/L；图17的(B)部分)、100％甘露醇转换反应液(阿洛酮糖120g/L、甘露醇280g/L；图17

的(C)部分)来进行了分析。

[0248] 参照图17的(A)部分，可以确认阿洛酮糖和果糖的停留时间相似，从而在峰上相重

叠的面积宽。参照图17的(B)部分，果糖50％转换为停留时间更长的甘露醇，从而呈现阿洛

酮糖与果糖相重叠的区间减小的状态。参照图17的(C)部分，若果糖均转换为甘露醇，则可

以确认阿洛酮糖和甘露醇在高性能液体色谱法峰上完全分离。

[0249] 用于上述实验的高性能液体色谱法柱为实验室水平的柱。产业用高性能液体色谱

法柱的容积大于实验室水平柱的容积，可在不稀释的情况下直接分离高浓度的溶液，但分
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离能力是不及于此的水平。因此，当使用产业用高性能液体色谱法柱时，阿洛酮糖与果糖的

重叠面积更明显突出。因而，当使用产业用高性能液体色谱法柱时，为了从果糖有效地分离

阿洛酮糖，有利的是，必须将残留果糖转换为甘露醇。
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