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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　木質系バイオマスを１－エチル－３－メチルイミダゾリウムクロライド、１－エチル－
３－メチルイミダゾリウムジエチルホスフェート、１－ブチル－３－メチルイミダゾリウ
ムクロライドから選択される少なくとも１種からなるイオン液体に浸漬し、前記イオン液
体に浸漬された木質系バイオマスに対し連続して１５分以上の超音波照射による前処理を
行い、前記前処理後の木質系バイオマスから前記イオン液体を取り除くことで、その後の
糖化反応を促進させることを特徴とするバイオマスの前処理方法。
【請求項２】
　前記超音波照射は、加熱をせずに室温で最大１２０分間照射することを特徴とする請求
項１記載のバイオマスの前処理方法。
【請求項３】
　前記木質バイオマスは、ケナフであり、前記イオン液体は、１－エチル－３－メチルイ
ミダゾリウムジエチルホスフェートであることを特徴とする請求項１または２記載のバイ
オマスの前処理方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、木質バイオマスを糖化、発酵する際の前処理方法に関するものであり、イオ
ン液体と超音波照射とを組み合わせた新規な前処理方法に関する。
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【背景技術】
【０００２】
　近年、カーボンニュートラルな資源であるリグノセルロース系バイオマスから糖化酵素
反応により糖を取り出し、その糖からエタノールを微生物発酵により生産するという、い
わゆるバイオエタノール生産が期待されている。特に、前記バイオエタノール原料として
は、ケナフが注目されており、その利用法が検討されている。ケナフは、暖地型一年草植
物であり、生育が早く、広範囲の気候・土壌で生育する。
【０００３】
　ところで、前記ケナフは、靱皮部と芯部とからなり、前者はリグニン含有量が少なく製
紙原料等に使用されるが、後者はリグニン含有量が多いリグノセルロース系バイオマスで
あり、これを有効利用するには課題が多い。リグノセルロース系バイオマスの主成分は、
セルロースやヘミセルロース等の糖成分と、リグニンからなるものであり、セルロースの
構成単糖であるグルコースは、酵母によるエタノール発酵を行う際の原料となるが、セル
ロース・ヘミセルロース繊維を取り巻くリグニン構造や、セルロース繊維同士の水素結合
による結晶化が、糖化酵素によるセルロース糖化反応の障壁となっている。
【０００４】
　したがって、リグノセルロース系バイオマスを効率的に糖化するには、セルロース繊維
を覆っているリグニン構造の緩和、セルロースやヘミセルロースの非結晶化が進むような
糖化前処理が必要となり、リグノセルロース系バイオマスの糖化前処理に関する検討が各
方面で進められている。
【０００５】
　具体的には、バイオマスを水溶液中に懸濁させて超音波を照射する方法（特許文献１等
を参照）や、バイオマスをイオン液体に溶解させ加熱することで後の糖化反応を促進する
方法（特許文献２や特許文献３等を参照）等が既に提案されている。
【０００６】
　例えば、特許文献１には、バイオマスをアンモニアを含む水溶液と接触させ（ステップ
ａ）、得られた生成物を発酵性糖を生成せしめるのに適切な条件下で糖化酵素コンソーシ
アムと接触させ（ステップｂ）、さらに適切な発酵条件下で適切な生体触媒と接触させて
エタノールを生成せしめる（ステップｃ）ことを含んでなるエタノールの製造方法が開示
されている。特許文献１には、ステップａの前または間等に、超音波等のエネルギーを適
用することも記載されている。
【０００７】
　一方、特許文献２には、セルロース含有材料の処理方法であって、前記セルロース含有
材料と疎水性イオン液体とを、前記セルロース含有材料中に前記疎水性イオン液体を浸透
させるように接触させる工程を備える処理方法が開示されており、特許文献３には、木質
系バイオマスをイオン液体に混合することで、主として当該木質系バイオマス由来のセル
ロース及び/又はヘミセルロースを当該イオン液体に溶解させる工程と、当該イオン液体
から残査成分を分離する工程とを含む木質系バイオマスの処理方法が開示されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】特表２００８－５３５５２４号公報
【特許文献２】特開２０１０－２２０４９０号公報
【特許文献３】特開２００９－１８９２７７号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　しかしながら、前記各特許文献記載の方法では糖化反応促進効果（前処理バイオマスか
らのグルコースの可溶化率等）が十分とは言えず、リグノセルロース系バイオマスの有効
利用が十分に果たされているとは言えないのが実情である。
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【００１０】
　本発明は、このような従来の実情に鑑みて提案されたものであり、木質バイオマスの前
処理後の糖化反応促進効果を飛躍的に高めることができ、リグノセルロース系バイオマス
等の木質系バイオマスを十分に有効利用し得る新規なバイオマスの前処理方法を提供する
ことを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明者らは、前記目的を達成するために種々の研究を重ねてきた。その結果、イオン
液体と超音波照射の組み合わせにおいて、特異的に糖化反応促進効果が向上し、従来法を
大きく上回る糖化反応促進効果が得られることを見出すに至った。
【００１２】
　本発明は、前記知見に基づいて完成されたものであり、木質系バイオマスを１－エチル
－３－メチルイミダゾリウムクロライド、１－エチル－３－メチルイミダゾリウムジエチ
ルホスフェート、１－ブチル－３－メチルイミダゾリウムクロライドから選択される少な
くとも１種からなるイオン液体に浸漬し、前記イオン液体に浸漬された木質系バイオマス
に対し連続して１５分以上の超音波照射による前処理を行い、前記前処理後の木質系バイ
オマスから前記イオン液体を取り除くことで、その後の糖化反応を促進させることを特徴
とする。本発明は、前記超音波照射は、加熱をせずに室温で最大１２０分間照射すること
を特徴とする。本発明は、前記木質バイオマスは、ケナフであり、前記イオン液体は、１
－エチル－３－メチルイミダゾリウムジエチルホスフェートであることを特徴とする。
【００１３】
　木質系バイオマスをイオン液体に浸漬し、超音波照射による前処理を行うと、超音波に
よりキャビテーションバブルが生成し、このキャビテーションバブルの圧壊時に物理的な
エネルギーが加わって局所的な高温・高圧場が形成され、リグニン構造が緩和する。また
、イオン液体がリグノセルロースを溶解し、アニオンとセルロースの間に新たな結合が形
成され、非結晶化リグノセルロースとなる。これらの現象により、結果として高い糖化反
応促進効果が得られ、その後の糖化反応において糖化効率が向上するものと考えられる。
【００１４】
　このように、木質系バイオマス（リグノセルロース系バイオマス等）の糖化前処理とし
て、イオン液体に溶解させ、超音波を照射し続ける方法について報告されたことはなく、
ましてや、それによる酵素糖化促進効果について報告されたことはない。なお、前記特許
文献２の段落００４５や特許文献３の段落００２９に超音波処理に関する記載があるが、
いずれも前処理を開始するに先立ってイオン液体とバイオマスとを均一に混合するために
一時的に超音波を用いたに過ぎず、超音波を継続的に照射し前処理を行うことに関しては
、いずれの特許文献にも記載されていない。また、連続超音波照射による糖化促進効果に
ついても何ら認識されていない。
【発明の効果】
【００１５】
　本発明によれば、木質バイオマスの前処理後の糖化反応促進効果を飛躍的に高めること
ができ、その後の糖化反応において糖化効率を大幅に向上することができる。したがって
、本発明によれば、リグノセルロース系バイオマス等の木質系バイオマスを十分に有効利
用することが可能である。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】実施例で使用した処理装置の概略構成を示す図である。
【図２】実施例で使用した各イオン液体のカチオンとアニオンを示す表である。
【図３】前処理時間と前処理後のセルロースの回収率の関係を示す図あり、（ａ）はイオ
ン液体として１－エチル－３－メチルイミダゾリウムアセテート（ＥｍｉｍＯＡｃ）を用
いた場合、（ｂ）はイオン液体として１－エチル－３－メチルイミダゾリウムクロライド
（ＥｍｉｍＣｌ）を用いた場合、（ｃ）はイオン液体として１－エチル－３－メチルイミ
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ダゾリウムジエチルホスフェート（ＥｍｉｍＤＥＰ）を用いた場合、（ｄ）はイオン液体
として１－アリル－３－メチルイミダゾリウムクロライド（ＡｍｉｍＣｌ）を用いた場合
、（ｅ）はイオン液体として１－ブチル－３－メチルイミダゾリウムクロライド（Ｂｍｉ
ｍＣｌ）を用いた場合、（ｆ）はリン酸緩衝液を用いた場合である。
【図４】前処理時間と前処理バイオマスからのグルコースの可溶化率の関係を示す図あり
、（ａ）はイオン液体として１－エチル－３－メチルイミダゾリウムアセテート（Ｅｍｉ
ｍＯＡｃ）を用いた場合、（ｂ）はイオン液体として１－エチル－３－メチルイミダゾリ
ウムクロライド（ＥｍｉｍＣｌ）を用いた場合、（ｃ）はイオン液体として１－エチル－
３－メチルイミダゾリウムジエチルホスフェート（ＥｍｉｍＤＥＰ）を用いた場合、（ｄ
）はイオン液体として１－アリル－３－メチルイミダゾリウムクロライド（ＡｍｉｍＣｌ
）を用いた場合、（ｅ）はイオン液体として１－ブチル－３－メチルイミダゾリウムクロ
ライドを（ＢｍｉｍＣｌ）用いた場合、（ｆ）はリン酸緩衝液を用いた場合である。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　以下、本発明を適用したバイオマスの前処理方法について、図面を参照して詳細に説明
する。
【００１８】
　本発明は、木質バイオマスを糖化、発酵によりエタノールを生産する際の前処理方法に
関するものである。したがって、前処理の対象となる木質バイオマスとしては、バイオエ
タノールの原料となるバイオマス全般に適用することが可能であるが、ケナフの芯部のよ
うに、リグニン含有量の多いリグノセルロース系バイオマスに適用して好適である。リグ
ノセルロース系バイオマスは、セルロース繊維を覆っているリグニン構造の緩和、セルロ
ースやヘミセルロースの非結晶化が難しく、このことが糖化を促進するための障壁となる
が、本発明を適用することで、前記リグニン構造の緩和や、セルロース、ヘミセルロース
の非結晶化を円滑に推進することが可能になる。
【００１９】
　本発明の前処理方法においては、先ず、リグノセルロース系バイオマス等の木質バイオ
マスをイオン液体に浸漬する必要がある。木質バイオマスを浸漬するイオン液体は、イオ
ンのみからなり、１００℃以下の温度（例えば常温）で液体の物質であり、常温融解塩と
も称されるものである。本発明では、１００℃以下で融解しているものであれば使用可能
であり、有機塩、無機塩のいずれも使用可能である。具体的には、リグノセルロース系バ
イオマスに対して溶解性を示すイミダゾリウム塩（イミダゾリウム系イオン液体）が好適
であり、１－ブチル－３－メチルイミダゾリウムクロライド、１－エチル－３－メチルイ
ミダゾリウムクロライド、１－アリル－３－メチルイミダゾリウムクロライド、１－エチ
ル－３－メチルイミダゾリウムアセテート、１－エチル－３－メチルイミダゾリウムジエ
チルホスフェート等を例示することができる。
【００２０】
　ただし、後述の超音波照射を室温で行うことを考慮すると、使用するイオン液体は室温
で液体であることが好ましい。前記１－エチル－３－メチルイミダゾリウムアセテートや
１－エチル－３－メチルイミダゾリウムジエチルホスフェート等は、室温で液体のイオン
液体である。また、前記１－ブチル－３－メチルイミダゾリウムクロライドや１－エチル
－３－メチルイミダゾリウムクロライド、１－アリル－３－メチルイミダゾリウムクロラ
イド等は、室温では固体であるが、例えば８０℃程度に加熱すると粘性の高い液体となる
ので、超音波照射の際にはこの状態にして使用する。なお、前記粘性の高い液体状態は、
加熱後、数時間は維持されるので、超音波照射に際に積極的に加熱する必要はない。
【００２１】
　イオン液体に対する木質バイオマスの割合も任意であり、例えば木質バイオマスの含有
量が５質量％程度となるようにイオン液体に木質バイオマスを浸漬すればよい。イオン液
体に木質バイオマスを浸漬する際には、常温で融解しているイオン液体の場合、特に加熱
する必要はないが、融解温度が常温より高いイオン液体では、イオン液体の融解温度まで
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加熱することも可能である。
【００２２】
　木質バイオマスをイオン液体に浸漬した後、イオン液体に浸漬された木質系バイオマス
に対し超音波を照射して前処理を行う。超音波は市販の超音波照射装置を用いて行えばよ
く、例えば出力２００Ｗ、周波数２４ｋＨｚの超音波を木質バイオマスに連続的に照射す
る。勿論、前記出力や周波数は任意に設定することができる。
【００２３】
　前記超音波照射による前処理時間も任意に設定することができるが、前処理時間が長い
ほど糖化促進効果が高いことから、１５分以上とすることが好ましい。ただし、あまり前
処理時間が長くなると生産性の低下に繋がり、また前処理時間を過剰に長くしても糖化促
進効果がそれほど変わらなくなることから、１２０分以下とすることが好ましい。例えば
、イオン液体として１－エチル－３－メチルイミダゾリウムアセテートを用いた場合、最
適前処理時間は３０分間である。
【００２４】
　前記超音波処理による前処理は、室温（２５℃）で行うことができ、この点が特許文献
２記載の発明や特許文献３記載の発明との大きな相違である。特許文献２記載の発明や特
許文献３記載の発明では、前処理は４０℃以上１５０℃以下、あるいは１００℃～１２０
℃程度の加熱により行っており、超音波処理は、イオン液体とバイオマスの混合の際に利
用しても良いことが記載されているに過ぎない。本発明では、前処理を室温において超音
波の連続照射により行い、加熱を必要としていない。
【００２５】
　以上の前処理の後、木質系バイオマスからイオン液体を取り除く。イオン液体には毒性
が高いものもあり、この段階で取り除くことが好ましい。
【００２６】
　イオン液体に浸漬された木質バイオマスからイオン液体を取り除くには、例えば１０倍
量の水を加え、イオン液体に溶解していたバイオマスを水中に析出させる。次いで、遠心
分離等により固液分離を行い、イオン液体水溶液を取り除く。１回の操作で不十分な場合
、固液分離（遠心分離）の操作を複数回繰り返し行っても良い。
【００２７】
　イオン液体を取り除いた後、前処理済みバイオマスを乾燥し、糖化反応、さらにはエタ
ノール発酵へと供する。糖化反応の方法としては、公知の技術をいずれも採用することが
でき、例えば酵素糖化等によればよい。酵素糖化は、前処理済みバイオマスを糖化酵素を
用いてグルコースへと加水分解する方法である。この酵素糖化により得られたグルコース
を未糖化残渣から分離し、エタノール発酵に用いる。エタノール発酵の方法も、公知の技
術をいずれも採用することができる。
【００２８】
　前述の通り、本発明のバイオマスの前処理方法では、加熱を必要とすることなくリグノ
セルロース系バイオマス等の木質バイオマスを効率的に前処理することができ、しかも、
従来法に比べて大きく上回る糖化反応促進効果を得ることが可能である。
【実施例】
【００２９】
　以下、本発明を適用した具体的な実施例について、実験結果を基に説明する。
【００３０】
原料バイオマス
　以下の各実験においては、約０．５ｍｍに粉砕したパウダー状のケナフの芯部を用いた
。原料バイオマス中の成分組成は、リグニン４０質量％、セルロース３５質量％、ヘミセ
ルロース２５質量％である。
【００３１】
糖化前処理
（実施例１）
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　前記原料バイオマス０．２５ｇをイオン液体５ｇに懸濁させ、超音波照射による前処理
を行った。本実施例で使用したイオン液体は１－エチル－３－メチルイミダゾリウムアセ
テート（ＥｍｉｍＯＡｃ）である。また、超音波照射は、図１に示すように、原料バイオ
マスを含むイオン液体（被処理物１）を入れた容器２にホーンタイプの超音波プロセッサ
３を取り付け、前記容器２を水浴４中に設置して温度を室温（２５℃）に保って行った。
超音波プロセッサ３は、ヒールッシャーウルトラソニックス社製、商品名ＵＰ２００Ｓ（
ソノトロードＳ１４）である。また、超音波照射における装置出力は２００Ｗ、周波数は
２４ｋＨｚとし、超音波照射時間は０～１２０分とした。
【００３２】
（実施例２）
　イオン液体として１－エチル－３－メチルイミダゾリウムクロライド（ＥｍｉｍＣｌ）
を用い、他は実施例１と同様にして糖化前処理を行った。
（実施例３）
　イオン液体として１－エチル－３－メチルイミダゾリウムジエチルホスフェート（Ｅｍ
ｉｍＤＥＰ）を用い、他は実施例１と同様にして糖化前処理を行った。
（実施例４）
　イオン液体として１－アリル－３－メチルイミダゾリウムクロライド（ＡｍｉｍＣｌ）
を用い、他は実施例１と同様にして糖化前処理を行った。
（実施例５）
　イオン液体として１－ブチル－３－メチルイミダゾリウムクロライド（ＢｍｉｍＣｌ）
を用い、他は実施例１と同様にして糖化前処理を行った。
【００３３】
　各イオン液体のカチオン及びアニオンを図２に示す。
【００３４】
（比較例１）
　前記原料バイオマス０．２５ｇをイオン液体５ｇに懸濁させ、加熱による前処理を行っ
た。すなわち、原料バイオマスを含むイオン液体を入れた容器を１１０℃に保ったインキ
ュベータに入れて加熱処理を行った。この時、撹拌速度は１２００ｒｐｍ、反応時間は０
～１２０分とした。使用したイオン液体は１－エチル－３－メチルイミダゾリウムアセテ
ート（ＥｍｉｍＯＡｃ）である。
【００３５】
（比較例２）
　イオン液体として１－エチル－３－メチルイミダゾリウムクロライド（ＥｍｉｍＣｌ）
を用い、他は比較例１と同様にして糖化前処理を行った。
（比較例３）
　イオン液体として１－エチル－３－メチルイミダゾリウムジエチルホスフェート（Ｅｍ
ｉｍＤＥＰ）を用い、他は比較例１と同様にして糖化前処理を行った。
（比較例４）
　イオン液体として１－アリル－３－メチルイミダゾリウムクロライド（ＡｍｉｍＣｌ）
を用い、他は比較例１と同様にして糖化前処理を行った。
（比較例５）
　イオン液体として１－ブチル－３－メチルイミダゾリウムクロライド（ＢｍｉｍＣｌ）
を用い、他は比較例１と同様にして糖化前処理を行った。
【００３６】
（比較例６）
　本比較例では、イオン液体を用いず、原料バイオマス０．２５ｇを５ｍＭリン酸緩衝液
（ｐＨ５．０）５ｍＬに懸濁させ、実施例１～５と同様の超音波処理を行った。
（比較例７）
　本比較例では、イオン液体を用いず、原料バイオマス０．２５ｇを５ｍＭリン酸緩衝液
（ｐＨ５．０）５ｍＬに懸濁させ、比較例１～５と同様の加熱処理を行った。
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【００３７】
イオン液体の分離回収
糖化前処理後のサンプルに、蒸留水を５０ｍｌ添加し、イオン液体に溶解しているバイオ
マスを析出させた。その後、遠心分離（８０×ｇ，１０分間）によって上清のイオン液体
水溶液を取り除いた。これらの操作を３回行った後に得られる沈殿物を、９０℃で一昼夜
乾燥させ、前処理バイオマスとした。この前処理バイオマスを用いて、前処理の評価（組
成解析ならびに酵素による糖化反応）を行なった。
【００３８】
前処理済みバイオマスの組成解析
　糖化前処理で得られた前処理バイオマスに含まれるセルロースの量を測定し、糖化前処
理を施していない原料バイオマスに含まれるセルロース量に対する百分率として「セルロ
ース回収率」を評価した。結果を図３に示す。
【００３９】
　なお、図３（ａ）～（ｅ）は、それぞれ同一のイオン液体を用いた場合の超音波照射と
加熱によるセルロース回収率の相違を示すものであり、例えば、図３（ａ）は実施例１に
おけるセルロース回収率と比較例１におけるセルロース回収率の相違を対比して示す図で
ある。また、図３（ｆ）は、イオン液体を用いないコントロールに相当する比較例６，７
のセルロース回収率を示す図である。
【００４０】
　これらの図面からも明らかなように、前処理後の「セルロース回収率」は、各実施例な
らびに各比較例ともに、７０～８０％あった。すなわち、糖化前処理工程でのセルロース
のロスについては、本発明法（イオン液体中での超音波照射）と従来法（加熱処理やリン
酸緩衝液中での処理）とで同等と言うことができる。
【００４１】
前処理済みバイオマスの酵素糖化反応
糖化前処理で得られた前処理済みバイオマスを基質とした酵素糖化反応を行なった。糖化
酵素にはメイセラーゼ（明治製菓社製，６２００Ｕ／ｇ）を用いた。糖化反応は、酢酸緩
衝液（ｐＨ＝５．０）５ｍｌに基質濃度０．６（ｇ／Ｌ），酵素濃度６０Ｕ／ｍＬになる
ように前記前処理済みバイオマス及び糖化酵素を加え、温度５０℃，撹拌速度１３０ｒｐ
ｍとし、４８時間反応させることで行った。また、雑菌増殖を防ぐために、酵素反応液中
にトルエンを１％加えた。
【００４２】
酵素糖化反応により生じたグルコースをグルコースオキシダーゼ法（比色法）で測定し、
前処理済バイオマスに含まれるセルロース量に対する百分率として「前処理バイオマスか
らのグルコースの可溶化率」を評価した。なお、バイオマス原料に含まれる全セルロース
量は、バイオマス原料に濃度７２ｗ／ｖ％の硫酸（Ｈ２ＳＯ４）を反応させ、蒸留水を適
量加え、オートクレーブにかけた後、遠心分離した上清をグルコースオキシダーゼ法によ
りグルコース当量で測定した。結果を図４に示す。
【００４３】
　なお、図４（ａ）～（ｅ）は、それぞれ同一のイオン液体を用いた場合の超音波照射と
加熱によるグルコースの可溶化率の相違を示すものであり、例えば、図４（ａ）は実施例
１におけるセルロース回収率と比較例１におけるグルコースの可溶化率の相違を対比して
示す図である。また、図４（ｆ）は、イオン液体を用いないコントロールに相当する比較
例６，７のグルコースの可溶化率を示す図である。
【００４４】
　図４に示すように、試験したいずれのイオン液体の場合でも、本発明を適用した各実施
例では、１２０分の前処理で「前処理バイオマスからのグルコースの可溶化率」が５０～
１００％に達しており、コントロールである比較例６，７（リン酸緩衝液中ので超音波処
理や加熱処理）やイオン液体中での加熱処理である比較例１～５のそれを大きく上回って
いた。
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【００４５】
　従来、イオン液体中での加熱処理においても後の糖化反応が促進することが報告されて
いたが、その場合、約１１０℃で１２時間程度加熱する必要があった。本発明の前処理法
では、処理時間が１～２時間程度でも「前処理バイオマスからのグルコースの可溶化率」
が約８０％に達しており、イオン液体と超音波照射を組み合わせた効果は極めて大きいと
言える。
【符号の説明】
【００４６】
１　被処理物（原料バイオマスを含むイオン液体）、２　容器、３　超音波プロセッサ、
４　水浴

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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