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高温高圧水を利用した

キチン系バイオマスからの

第12回超臨界流体部会サマースクール
平成25年8月2日

機能性食品素材の開発

長田 光正

一関高専 物質化学工学科

内容

1. 研究背景

2．キチン系バイオマスからのキチン2糖の生成

Osada et al. Carbohydrate Polymers, 88, 308,(2012)
Ibid. 91, 1573,(2013)

3．高温高圧水を利用したキチン単糖誘導体の生成
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キチン
(基本単位は
N-アセチルグルコサミン）
地球上で２番目に多い
バイオマス資源
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セルロース
(基本単位はグルコース）
地球上で一番多い
バイオマス資源

• 正式名：NN’‐ジアセチルキトビオース
• カニやエビの殻から精製したキチンが原料
• N‐アセチルグルコサミン（単糖）を生成可能
• 糖転移反応により高級キチンオリゴ糖を生成可能

キチン２糖とは

医用材料，医薬品、
食品材料に利用

抗ガン作用があると
いう報告もある

キチン２糖
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カニ殻、エビ殻

• 粗粉砕
• 塩酸処理
• アルカリ処理
• 乾燥 など

従来のキチン二糖製造工程の問題点

問題点
CH OH

キチン

濃塩酸処理

キチン二糖
高級キチンオリゴ糖

(重合度n=6~8)

糖転移

・選択率が低い
・廃液処理
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異分野融合技術によるキチンからの２糖生成

キチン

キチン２糖
1g＝20万円キチン

超臨界流体工学

粉体工学 酵素工学

1g 20万円
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実験方法 ： 高温高圧水処理 + 酵素糖化

キチン 0.2 g＋水 3.0 g

ステンレス製反応管

写真 ＋ 10 mM リン酸緩衝液 (pH 6.0)  1.8 ml

酵素*  2 mg  ＋

高温高圧水処理後キチン
20 mg

酵素反応 (40℃, 1500 rpm, 0～48h)

*

溶融塩炉

処理後キチン

300～400℃
0.5～30 min反応

90℃，24h乾燥

冷却後，ろ過分離

熱水処理(10 min)

遠心分離

酵素分解物

HPLC分析

*
*キチナーゼ 製剤 (Streptomyces属)
キチン→ キチン２糖
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酵素糖化におよぼす高温高圧水処理の影響

1.5min

酵素反応は48h時間で
平衡に達している
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1.0、1.5 min 高温高圧水処理した場合，
未処理のキチンと比較してキチン二糖収率が向上
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水なしで400℃ 1min処理したところ、
キチンは黒く炭化し酵素糖化しない
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水なし、1min
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各温度で
キチン二糖収率は
極大値を示し，
その後減少

高温高圧水処理の温度の影響（酵素処理時間48ｈ）
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※キチン二糖収率：酵素処理48 h後

高温高圧水＋粉砕処理の影響高温高圧水＋粉砕処理の影響

未処理 高温高圧水処理
（400℃, 1 min）

粉砕処理
（30 min）

高温高圧水処理
（400℃, 1 min）

＋
粉砕処理
（10 min）

キ
チ

ン

高温高圧水処理（400℃, 1 min）後，粉砕処理(10 min)により
キチン二糖収率が90%以上と大幅に向上
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※キチン二糖収率：酵素処理48 h後

減少

高温高圧水処理後の粉砕処理時間の影響

未処理 粉砕処理
（10 min）

高温高圧水処理
（400℃, 1 min）

＋
粉砕処理
（10 min）

キ
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粉砕処理
（30 min）

高温高圧水処理
（400℃, 1 min）

＋
粉砕処理
（30min）

高温高圧水処理後の粉砕時間を10 min→30 minに延長
キチン２糖収率が70%程度に減少
高温高圧水処理後の粉砕条件にも最適値がある

キ
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高温高圧水および粉砕処理が
キチン物性におよぼす影響

処理前後のキチン

・粒子サイズ、表面積
・平均分子量
・結晶化度、結晶面間隔、結晶子径（X線回折）
・近赤外分光法（NIR)
・示差熱-熱重量同時分析（TG-DTA)

処理前

高温高圧水処理
400℃1min

高温高圧水処理の影響① 粒子サイズ

粒径3,000μm 粒径3,000μm

キチンのフレークの形やサイズは維持される

600,000

800,000

1,000,000

分
子

量

温度：400℃

高温高圧水処理の影響② 平均分子量

酵素糖化率のピーク
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高温高圧水処理により平均分子量が減少 15
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高温高圧水処理により結晶が再配列される
ただし、未処理のキチンよりは結晶性が低い 16
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未処理 高温高圧水処理
（400℃, 1 min）

粉砕処理
（30 min）

粉砕処理
（30 min）

+
高温高圧水処理
（400℃, 1 min）

結

110

020

020

(a)

再配列後の
キチン結晶構造の変化

110面面間隔は
若干増大

高温高圧水処理の影響④ 結晶面間隔（XRD)

Sikorski et al. Biomacromolecules (2009)

(b)

020面間隔は増大

110面方向の
水素結合は
弱化する

処理前

粉砕時間
30分

粉砕処理の影響① 表面積（N2吸着）

粒径3,000μm

表面積 33m2/g 表面積 36m2/g

本実験範囲内では、表面積は大きく変化しない

粒径22μm
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粉砕処理の影響② 平均分子量
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（高温高圧水処理と同様） 19
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110面面間隔は
若干増大
（高温高圧水処理

と同程度）

粉砕処理の影響④ 結晶面間隔（XRD測定）

Sikorski et al. Biomacromolecules (2009)

(b)

020面間隔は増大
（高温高圧水処理

よりも増大）

高温高圧水＋粉砕処理の影響① 平均分子量
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高温高圧水＋粉砕処理により平均分子量が大きく減少22
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高温高圧水処理により水素結合が弱化されたため、
その後の粉砕処理で結晶化度は大きく低下 23
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キチンのアミド基が露出する 24
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(b) 未処理
高温高圧水処理
高温高圧水

＋粉砕処理

高温高圧水＋粉砕処理の影響④ TG-DTA
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キチンの親水性が高くなる

水分由来 キチンの熱分解

OH

O

CH2OH

NH-COCH3

O

n

キチン

キチナーゼ酵素の反応機構

アミド基結合部位

加水分解反応部位

酵素がアミド基を認識しやすくなり、
加水分解反応が進行

キチンの親水性が向上したため
水中の酵素が吸着しやすくなる

アミド基

Nakamura T. et al. J.Mol.Biol:, (2008) 381:670-680

Kezuka Y. et al. J. Mol. Biol. 358, 472–484(2006) 

分子量減少による酵素糖化の促進分子量減少による酵素糖化の促進

キチン鎖

酵素

キチン鎖

キチン二糖収率向上
27

高温高圧水＋粉砕処理の影響

１．表面積はほぼ一定

２．平均分子量の減少

３．結晶面間隔の増大
（キチン鎖間の水素結合の弱化）（キチン鎖間の水素結合の弱化）

A．キチンの親水性の向上

B．アミド基の露出

酵素糖化率（キチン二糖収率）が増大

N-アセチルグルコサミン（キチン単糖）の変換反応

N-アセチルグルコサミン(GlcNAc)

1㎏＝2万円

•健康食品：変形性関節症の予防・改善

•化粧品用：美肌効果

付加価値のより高い物質をつくり出せないか？

既往の研究
（静大 碓氷ら）

N‐アセチルグルコサミン
(GlcNAc)

・100℃
・2時間
・ホウ酸

水溶液中

ChromogenⅠ

M. Ogata et al., Carbohydrate Research 345, 230‐234 (2010)

ChromogenⅠ
2‐acetamido‐3,6anhydro‐2‐
deoxy‐D‐glucofuranose

(化合物1)

2‐acetamido‐3,6anhydro‐2‐
deoxy‐D‐mannofuranose

(化合物2)

O
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ChromogenⅠ
最高収率：約50%
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ChromogenⅠ

100℃,酸触媒

・研究例あり
・無触媒下では

反応しない

GlcNAc

O

OH

OH

NHAc

C H2OH

OH

O

OH

H

OH

NHAc

HO

N‐アセチルグルコサミンの変換反応に関する研究

高温高圧水処理
酸触媒を用いない

GlcNAc
31

研究例なし

反応しない

？
O

OH

OH

NHAc

C H2OH

OH

高温高圧水中での単糖（グルコース）の
反応に関する既往の研究
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1,6‐anhydroglucoseglyceraldehyde高温高圧

Peterson A. A. et al., Energy Environ. Sci. 1,32 (2008)

5‐hydroxymethylfurfral
(5‐HMF)

glucose
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5‐hydroxymethylfurfral
(5‐HMF)glucose

高温高圧処理

研究例多数

単糖の変換反応に関する研究

HO
O

H

H

HO

H

H

NHH
OH

O

O

高温高圧処理

N‐アセチルグルコサミン
(GlcNAc)
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研究報告例
なし

？

本研究の目的

●キチン単糖（N‐アセチルグルコサミン）を
高温高圧水中で反応させ、生成物を調べる

●付加価値の高いキチン単糖誘導体を得る

34
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実験方法 流通式反応 反応温度
120～220[℃]

反応時間
8～31[sec]

Water

Pump
1

o
o
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t p
ip
ePump

2

P.G.

T.C.

T.C.

Water

Pump
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ePump

2
T.C.

T.C.
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Sample
solution

水、流量
2～10[mL/min]

3ｗｔ%GlcNAc水溶液
流量 0.5[mL/min]

圧力：２５MPa
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結果：流通式装置（反応時間: 31～38sec）
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ChromogenⅢ

ChromogenⅠ

化合物 2

化合物 1

NHAc

OH

NHAc

無触媒下・ごく短時間でキチン単糖誘導体が生成

収
率

反応温度[℃]

ManNAc
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経時変化（反応温度: 200℃）
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ChromogenⅢ

化合物 2

化合物 1

NHAc

主な生成物はChromogenⅠおよびⅢ

収
率

反応時間 [s]

ManNAc

N‐アセチルグルコサミン（GlcNAc）の反応経路

GlcNAc ManNAc
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ChromogenⅠ

ChromogenⅢ

化合物 2

化合物 1

グルコースの脱水反応（既往の研究）

glucose
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39

g
fructose

5‐hydroxymethylfurfral
(5‐HMF)

CH2OH

O
OHO

Peterson A. A. et al., Energy Environ. Sci. 1,32 (2008)

－3H2O

3個の水分子が同時に脱水
（すべて水酸基であるため）

N‐アセチルグルコサミンの脱水反応（本研究）

開環 ケト‐
エノール
互変異性

HO
O

H

H

HO

H

H

NHH
OH

OH

O

H

CHO

NHAc

HHO

OHH

OHH

CH2OH

CHOH

NHAc

HHO

OHH

OHH

CH2OH

脱水

40

閉環

CH O

NHAc

H

OHH

OHH

CH2OH

O

OH

H

OH

NHAc

HO

ChromogenⅠ

O

NHAc

OH

HO

脱水

ChromogenⅢ

C2のHと、C3のOHで脱水（C2にアミド基があるため）

高温高圧水を利用したキチン単糖誘導体の生成

●報告例のないGlcNAcの高温高圧水中
(150~200℃)で無触媒下で誘導体が生成
(２時間→数十秒)

41

●主な生成物はGlcNAcが脱水したChromogenⅠ
とさらに 脱水されたChromogenⅢ

●触媒によって生成物の選択性が変えられる

試薬として

販売されて

いない化合物

付加価値が
高くなりそうな

化合物

異分野融合
技術

廃棄されている
バイオマス

（セルロース系以外）

タンパク質、
リグニン、キチン
など

今後やっていきたいこと

いない化合物技術

化学構造を決定
バイオアッセイの評価

など

農学部・薬学部など異分野の
研究者や企業と連携


