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研究成果の概要（和文）：糖類をモデル物質として亜臨界含水アルコール中での反応挙動を測定した。含水エタ
ノールを用いてグルコースを亜臨界処理するとフルクトースの収率が改善し、ごく少量のマンノースも生成し
た。その理由は明らかではないため、エタノール添加の影響を速度論的に検証した。含水エタノール濃度が上が
るほど速度定数は増大した。特に、マンノースからフルクトースへの変換は顕著に加速した。一方、糖の分解の
速度定数も増大したが、異性化のそれに比較して顕著ではなかった。ガラクトースなどの他の単糖にも亜臨界処
理の適用を試みた。その結果、対応する希少糖が生成し、特にケト形の希少糖が顕著に生成した。

研究成果の概要（英文）：Reaction behavior of monosaccharides was evaluated in subcritical aqueous 
alcohols. Yield of fructose from glucose was higher in subcritical aqueous ethanol than in 
subcritical water, and a small amount of mannose was also formed. Because its reasons were not 
clear, effects of the ethanol addition were kinetically analyzed. Rate constants for the 
isomerization between the monosaccharides increased with increasing ethanol concentration. Rate 
constants for the decomposition of saccharides also increased; however, they were not more 
remarkable than those for the isomerization. Subcritical treatment in aqueous alcohols, including 
methanol, 1-propanol, and 2-propanol, also increased the yield of fructose. The subcritical 
treatment was applied to other saccharides. As a result, corresponding rare saccharides, especially 
for keto-type ones, such as D-tagatose, were formed. This treatment was also applicable to produce 
rare keto-disaccharides, such as maltulose.

研究分野： 食品工学
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１．研究開始当初の背景 
常圧での沸点以上の温度で、加圧すること

により液体状態を保った水のことを亜臨界
水と呼ぶ。亜臨界水は、常温の水と比較して、
①イオン積が大きい、②比誘電率が低い、な
どの特徴を有する。そのため、種々の反応の
触媒や抽出溶媒としての利用が広く検討さ
れている。水は最も安全な溶媒であるため、
農産加工残渣などのバイオマスを亜臨界水
処理することで抽出物を得て、それを食品原
料として利用する検討が広くなされている。
また、近年、食品加工にも利用可能なエタノ
ールを水と混合した後、亜臨界状態でバイオ
マスを処理する研究（亜臨界含水エタノール
処理）もなされるようになってきた。 
臨界水や亜臨界含水エタノールによる処

理の際には、抽出と同時に触媒作用に起因す
る反応も起こる。しかし、従来の検討では、
「温度が上がれば抽出効率が上がる」や「高
温では抽出物が分解してしまう」など、結果
の現象論的解釈のみに終始していた。そして、
「なぜ、抽出効率が上昇するのか」について
や「詳細な反応機構」については、ほとんど
解明されていない。これは、バイオマスが多
成分系であり、解析が困難であることに起因
している。 

 
２．研究の目的 
バイオマスの主成分をモデルとした亜臨

界水処理が実施されてきたが、その速度解析
は不十分である。そこで、我々は対象物質を
１つに絞り、その物質がどのように変化する
のかを検証することとした。本研究では、3
大栄養素の 1 つである糖を対象とした。一般
に、亜臨界水中では糖類の異性化や分解が起
こる。そして、これらの反応はいくつかの反
応ステップから構成されている。そして、こ
の反応ステップには分解や異性化が含まれ
ている。 
我々は、亜臨界含水エタノール中でグルコ

ースなどを処理すると、異性化は加速するが、
過分解は大幅に抑制され、最大で 80％程度が
フルクトースに変換されることを独自に見
いだした。しかし、その速度解析や応用的知
見は得られていなかった。そこで、本研究で
は、各反応ステップの詳細な速度解析を実施
するとともに、異性化を利用した希少糖の製
造に関する検討も併せて実施した。 
 
３．研究の方法 
（１）亜臨界含水エタノール中でのグルコー
ス、フルクトースおよびマンノースの異性化
動力学解析 
各々の単糖を蒸留水中に溶解した。そして、

エタノールを所定量添加し、糖の終濃度が
0.5%（w/v）となるように糖の含水エタノー
ル溶液を調製した。この溶液を亜臨界処理す
る前に減圧下で超音波により脱気した。さら
に、空気中の酸素の再溶解による反応への関
与を避けるために、原料溶液タンクにヘリウ

ムガスバッグを接続した。オイルバスに浸し
たステンレス製チューブ(0.8 mm I.D.× 1.0 
m)で構成された流通式亜臨界反応装置に原
料溶液を HPLC ポンプで送液し、チューブの
温度および溶液の流速を調整することで、反
応条件を変化させた。HPLC ポンプには島津
製作所製 LC-10AD VP を用い、滞留時間が
30-500s となるようにした。なお、反応温度
は 180～200℃とした。また、チューブの内
圧は、バックプレッシャーバルブ(Upchurch 
Scientific, Oak Harbor, WA, USA)を使って、
約 10 MPa に維持した。そして、反応器より
出た反応液を HPLC で分析した。 
なお、HPLC の分析条件は以下の通りであ

る。島津製作所製 LC-10ADVP HPLC ポン
プと RI-101 屈折計（昭和電工）および
SUPELCOGEL Ca2+カラム(7.8 mm I.D.× 
300 mm, Sigma.Aldrich Japan)を接続し、未
反応の原料糖と生成した単糖の濃度を測定
した。移動相には蒸留水を用い、流速は 0.25 
mL/min とした。 
 
（２） 亜臨界含水アルコール中での糖類の
異性化に及ぼすアルコールの種類の影響 
各々の単糖を蒸留水中に溶解した。そして、

アルコール（メタノール、エタノール、1-プ
ロパノール、2-プロパノールまたは t-ブチル
アルコール）を所定量添加し、糖の終濃度が
0.5%（v/v）となるように糖の含水アルコー
ル溶液を調製した。この溶液を前節と同様に
亜臨界処理した。なお、処理温度は 180℃と
した。 
得られた反応液の組成は HPLC で測定し

た。HPLC の分析条件は以下の通りとした。
LC-10ADVP HPLC ポンプと RI-101 屈折
計および Cosmosil Sugar-D カラム(4.6 mm 
I.D.× 250 mm, ナカライテスク)を接続し
た。移動相には 80％アセトニトリルを用い、
流速は 1 mL/min とした。 
 
（３） 亜臨界含水エタノール中での希少単
糖の合成 

20～80％の含水エタノールに過剰量のガ
ラクトースまたはタガトース、タロースを添
加し、懸濁液を調製した。懸濁液を–30～20℃
の範囲の恒温槽中で 24 時間保温した。その
後、上清を回収し、含水エタノールで希釈し
て、等濃度を HPLC で測定した。測定におけ
る HPLC の条件は（２）②と同様とした。 
 
（４） 含水エタノールへの単糖の溶解度 

20～80％の含水エタノールに過剰量のガ
ラクトースまたはタガトース、タロースを添
加し、懸濁液を調製した。懸濁液を-30～20℃
の範囲の恒温槽中で 24 時間保温した。その
後、上清を回収し、含水エタノールで希釈し
て、等濃度を HPLC で測定した。測定におけ
る HPLC の条件は（２）②と同様とした。 
 
（５） 亜臨界含水アルコール中での希少二



糖の合成 
二糖として、マルトース、メリビオース、

ラクトース、スクロース、セロビオース、パ
ラチノース、イソマルトースおよびトレハロ
ースを用いた。各二糖を蒸留水に溶解した。
そして、エタノールを所定量添加し、糖の終
濃度が 0.5～5%（v/v）となるように糖の含水
エタノール溶液を調製した。この溶液を流通
式処理装置で亜臨界処理した。なお、処理温
度は 180～220℃とした。 
 得られた反応液の組成は HPLC で測定

した。HPLC の分析条件は以下の通りとした。
LC-10ADVP HPLC ポンプと RI-101 屈折
計からなるシステムに、Cosmosil Sugar-D
カラム (4.6 mm I.D.×  250 mm)または
Asahipak NH2P-50 4E カラム（4.6 mm I.D.
× 250 mm）を接続した。移動相には 80％
acetonitrile を用い、流速は 1 mL/min とし
た。 
 
４．研究成果 
亜臨界含水エタノールおよびその他の亜

臨界流体を用いることで、亜臨界水中と比べ
て、アルドースからケトースへの異性化が促
進されることが判明した。この事実は、グル
コースやマンノースからフルクトースが生
成するという事実にとどまらず、広く一般的
に起こることが判明した。そして、ガラクト
ースやマルトースを用いることにより対応
する希少糖を得ることができた。これは、本
研究で得られた手法が、希少糖生産の実用化
に結びつく可能性を示唆している。さらに、
エタノールにとどまらず、他のアルコールや
有機溶媒を用いた場合にも、一部の例を除い
て異性化が促進された。 
一方、ガラクトースの含水エタノールへの

溶解度が 10％以下にとどまったことから、高
濃度の希少糖を効率よく製造するための手
段の開発が課題として残された。 
以下に成果の詳細を示す。 

 
（１）亜臨界含水エタノール中でのグルコー
ス、フルクトースおよびマンノースの異性化
動力学解析 

グルコース、フルクトースおよびマンノー
スを亜臨界水または亜臨界含水エタノール
で処理したところ、アルドースであるグルコ
ースおよびマンノースはフルクトースへ異
性化しやすかった。その中でも、マンノース
はよりフルクトースへの異性化は顕著であ
り、最大で 60％程度のフルクトースが生成し
た。一方、ケトースであるフルクトースから
グルコースまたはマンノースへの異性化は
起こりにくく、2 種類のアルドースの生成率
は 10％以下であった。また、アルドース同士
（グルコースとマンノース相互間）のエピメ
リ化も起こりにくく、10％以下の収率でしか
生成しなかった。このことから、図 1 に示す
ように、亜臨界水または亜臨界含水エタノー
ル中ではアルドースからケトースへの異性
化が優位に起こると考えられる。 
次いで、エタノール添加率の影響を検討し

た。その結果、エタノールの添加率が高くな
るにつれて、フルクトースの生成率が高くな
った。この影響を検証するために、図 1 のモ
デルに基づき、亜臨界含水エタノール中での
グルコース、フルクトース、マンノースの異
性化および分解を速度解析した。その結果、
エタノール濃度が高くなると、アルドースか
らケトースへの転換の速度定数は大幅に増
大した。一方、ケトースからアルドースへの
転換および各糖の分解の速度定数もエタノ
ール濃度の上昇に伴い増大したが、増大の程
度はアルドース→ケトースへの変換のそれ
よりも小さかった。このことから、エタノー
ルの添加により、糖の分解が抑制される結果、
異性化が促進されることが推察された。 
算出した速度定数から図 1における各反応ス
テップの活性化エネルギーを算出したとこ
ろ、90～130 kJ/mol であり、糖の分解と同等
の値であった。このことから、アルドースの
異性化も糖の分解と同等のエネルギー障壁
を有していると考えられる。 
 
（２） 亜臨界含水アルコール中での糖類の
異性化に及ぼすアルコールの種類の影響 
亜臨界含水アルコール中でのグルコース、

フルクトースおよびマンノースの異性化ま
たは分解に及ぼすアルコールの影響を検討
した。メタノール、エタノール、1－プロパ
ノール、2－プロパノールまたは t-ブチルア
ルコールを用い、アルコールの濃度を 0～
80％に設定して亜臨界処理を実施し、速度解
析を行った。いずれのアルコールを用いた場
合にも、フルクトースは異性化されず、ほと
んど分解される傾向が観測された。各アルコ
ール中での反応について速度解析を実施し、
異性化と分解の速度定数を算出し。t-ブチル
アルコール以外のアルコールを添加した場
合には、速度定数は大きくなり、異性化の速
度定数が特に大きくなった。一方、t-ブチル
アルコールを添加した場合には反応速度の
低下が観測され、異なる反応機構で糖の異性
化または分解が進む可能性が示唆された。得

フルクト ース

グルコース マンノ ース

分解物

分解物 分解物

図 1．各糖の異性化および分解のモデル 



られた速度定数と溶媒の物理化学的パラメ
ータの関連づけを測ったところ、異性化の速
度定数は溶媒の比誘電率と相関があること
が判明した。そして、比誘電率が小さいほど、
速度定数は増大した。 
 
（３） 亜臨界含水エタノール中での希少単
糖の合成 
エタノール濃度が増大すると、いずれの糖

の溶解度も減少した。また、温度を添加させ
ても溶解度は低下した。しかし、タロースと
タガトースの溶解度はいずれの条件におい
てもガラクトースの溶解度よりも高かった。
また、溶解度の温度依存性を van’t Hoff プ
ロットすることで、糖の溶解エンタルピーを
算出した。タロースの溶解エンタルピーは、
ガラクトースおよびタガトースのそれより
も大きく、タロースの溶解度の温度依存性が
大きいことが示唆された。 
 これらの結果より、ガラクトースの亜臨

界含水エタノール処理液を冷却することで、
未反応のガラクトースを回収でき、再度亜臨
界処理に利用することができることが判明
した。これは、本プロセスの実用化の可能性
を示唆している。 
 
（４） 含水エタノールへの単糖の溶解度 
エタノール濃度が増大すると、いずれの糖

の溶解度も減少した。また、温度を添加させ
ても溶解度は低下した。しかし、タロースと
タガトースの溶解度はいずれの条件におい
てもガラクトースの溶解度よりも高かった。
また、溶解度の温度依存性を van’t Hoff プロ
ットすることで、糖の溶解エンタルピーを算
出した。タロースの溶解エンタルピーは、ガ
ラクトースおよびタガトースのそれよりも
大きく、タロースの溶解度の温度依存性が大
きいことが示唆された。 
これらの結果より、ガラクトースの亜臨界

含水エタノール処理液を冷却することで、未
反応のガラクトースを回収でき、再度亜臨界
処理に利用することができることが判明し
た。これは、本プロセスの実用化の可能性を
示唆している。 
 
（５） 亜臨界含水アルコール中での希少二
糖の合成 
マルトースおよびメリビオース、ラクトー

ス、セロビオース、パラチノースおよびイソ
マルトースを亜臨界処理したところ、対応す
るケト二糖が生成した。一方、スクロースお
よびトレハロースは異性化せず、分解のみが
観測された。特に、トレハロースは分解しが
たく、500s の処理においても、10％以下の
分解率であった。 
得られた生成物をカラムクロマトグラフ

ィーにより分取し、NMR で分析したところ、
市販の標品と同様のピークが認められ、亜臨
界処理により、ケト二糖が生成することが判
明した。 
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