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(57)【要約】
　リグノセルロースの単糖への化学的加水分解のための
高収率の方法。本発明のプロセスは、セルロース、キシ
ラン及びガラクタン、マンナン、又はアラビナンなどの
関連するバイオマス多糖にさらに適用することができる
。本方法は、バイオマス多糖基質の加水分解のために用
いられる。このプロセスは、セルロースが可溶性である
イオン液体中で、酸触媒の存在下において、加水分解を
開始するために十分高い温度で行われる。加水分解の開
始後、沈殿を回避してＨＭＦなどの望まない糖脱水生成
物をさらに回避するように調節された速度で水が反応混
合物に添加される。加水分解生成物は、エタノール、ブ
タノール及び別の燃料のための発酵プロセスを含む発酵
のための供給原料として有用である。
【選択図】図２



(2) JP 2012-531892 A 2012.12.13

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　バイオマス多糖基質を加水分解するための方法であって、
［ａ］バイオマス多糖基質をイオン液体と接触させて、前記多糖をイオン液体中で少なく
とも一部可溶化するステップであって、イオン液体のアニオンが、塩化物イオン、トリフ
ルオロ酢酸イオン、トリクロロ酢酸イオン、トリブロモ酢酸イオン又はチオシアン酸イオ
ンである、ステップと、
［ｂ］ステップ［ａ］の混合物を反応温度まで加熱し、前記多糖の加水分解を開始するた
めに十分な量で酸触媒を添加するステップと、
［ｃ］全水分含量が少なくとも２０質量％となるように、加水分解反応の開始後に反応混
合物に水を添加するステップであって、水を、多糖が沈殿せず、加水分解が実質的に抑制
されないような速度で添加する、ステップと、
を含む方法。
【請求項２】
　加水分解を、単糖収率が５０％以上になるまで継続する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　添加する酸触媒の量が、反応におけるバイオマス多糖基質の量に対して約５質量％～４
０質量％の範囲である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　添加する酸触媒の量が、反応における多糖又はリグノセルロースの量に対して約１０質
量％～２５質量％の範囲である、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　反応温度が約７０～１４０℃である、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　イオン液体が、カチオンがイミダゾリウム又はピリジニウムであるイオン液体である、
請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　イオン液体が、イオン性イミダゾリウムクロリド、又はピリジニウムクロリドである、
請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　イオン液体が、［ＥＭＩＭ］Ｃｌ、［ＢＭＩＭ］Ｃｌ、１－エチル－２，３－ジメチル
イミダゾリウムクロリド又は１－アルキルピリジニウムクロリドである、請求項１～５の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　イオン液体が、塩化物イオン含有イオン液体である、請求項１～５のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項１０】
　イオン液体が、トリフルオロ酢酸イオン含有イオン液体である、請求項１～５のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項１１】
　バイオマス多糖が、セルロース、キシラン、アラビナン、又はマンナンである、請求項
１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　バイオマス多糖基質がリグノセルロースであり、添加する酸の量をリグノセルロースの
量に対して測定する、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　バイオマス多糖がリグノセルロースであり、リグノセルロースがコーンストーバーであ
る、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　添加する水の全量が、反応混合物の少なくとも３５質量％であるが、反応混合物の５０
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質量％以下である、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　添加する水の全量が４０～４５質量％の間である、請求項１～５のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１６】
　加水分解を１～５時間行う、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　加水分解を２つ以上の段階で行い、前の段階の後に残ったバイオマス多糖基質を加水分
解生成物及びイオン液体から分離し、後の段階でのさらなる加水分解のために戻し、前の
段階の加水分解生成物をイオン液体から分離し、分離したイオン液体を後の段階で再使用
するために戻す、請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　２段階プロセスである、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　加水分解生成物を、イオン液体のカチオンと交換される強カチオン交換樹脂を用いてイ
オン液体から分離する、請求項１７に記載の方法。
【請求項２０】
　ステップ［ａ］の前に、希酸により前処理するステップをさらに含む、請求項１～５又
は１７～１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　ステップ［ａ］の前に、希酸により前処理するステップをさらに含み、希酸による前処
理ステップを、１４０～２２５℃の範囲の温度で１０分未満の間、実施する、請求項１～
５又は１７～１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２２】
　ステップ［ａ］の前に、希酸により前処理するステップをさらに含み、希酸による前処
理ステップを、１９０～２１０℃の範囲の温度で５分以下の間、周囲圧力より高い圧力で
実施する、請求項１～５又は１７～１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２３】
　選択された量の水を、反応開始後、選択された時点で段階的に添加する、請求項１～５
又は１７～１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２４】
　水を、選択された長さの時間にわたって継続的に添加して水の所望の全量を達成する、
請求項１～５又は１７～１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２５】
　加水分解の開始の３～１０分後に全反応混合物に対して２０質量％の全水分レベルを達
成するように水を添加する、請求項１～５又は１７～１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　加水分解の開始後１０分までに全反応混合物に対して２０質量％の全水分レベルを達成
するように水を添加する、請求項１～５又は１７～１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２７】
　加水分解の開始後６０分までに全反応混合物に対して４０～４５質量％の全水分レベル
を達成するように水を添加する、請求項１～５又は１７～１９のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項２８】
　加水分解の開始後１０～３０分までに全反応混合物に対して２０～３５質量％の全水分
レベルを達成するように水を添加する、請求項１～５又は１７～１９のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項２９】
　加水分解の開始後３０～６０分以内に全反応混合物に対して３５～４５質量％の全水分
レベルを達成するように水を添加する、請求項１～５又は１７～１９のいずれか一項に記
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載の方法。
【請求項３０】
　水を以下のように添加する、請求項１～５又は１７～１９のいずれか一項に記載の方法
：
　まず、加水分解の開始後少なくとも１０分までに全反応混合物に対して２０質量％の全
水分含量を達成し、
　次に、加水分解の開始後少なくとも３０分までに全反応混合物に対して２５質量％の全
水分含量を達成する。
【請求項２９】
　水を以下のように添加する、請求項１～５又は１７～１９のいずれか一項に記載の方法
：
　まず、加水分解の開始後少なくとも１０分までに全反応混合物に対して２０質量％の全
水分含量を達成し、
　次に、加水分解の開始後少なくとも６０分までに全反応混合物に対して４０～４５質量
％の全水分含量を達成する。
【請求項３０】
　水を以下のように添加する、請求項１～５又は１７～１９のいずれか一項に記載の方法
：
　まず、加水分解の開始後少なくとも１０分までに全反応混合物に対して２０質量％の全
水分含量を達成し、
　次に、加水分解の開始後少なくとも３０分までに全反応混合物に対して２５質量％の全
水分含量を達成し、
　その次に、加水分解の開始後少なくとも６０分までに全反応混合物に対して４０～４５
質量％の全水分含量を達成する。
【請求項３１】
　酸触媒が、１以下のｐＫａを有する酸である、請求項１～５又は１７～１９のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項３２】
　加水分解生成物中のＨＭＦ収率が、１０％以下である、請求項１～５又は１７～１９の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項３３】
　バイオマス多糖基質を、加水分解を開始する前に最大９時間イオン液体と接触させる、
請求項１～５又は１７～１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　バイオマス多糖基質を、加水分解を開始する前に最大９時間イオン液体と接触させ、バ
イオマス多糖基質とイオン液体との混合物が、周囲温度から１４０℃までの間の温度であ
る、請求項１～５又は１７～１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３５】
　初期反応混合物中のバイオマス多糖の濃度が、１～２５質量％の範囲である、請求項１
～５又は１７～１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３６】
　初期反応混合物中のリグノセルロースの濃度が、１～２５質量％の範囲である、請求項
１～５又は１７～１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３７】
　共溶媒を、反応混合物の１～２５質量％の範囲の量でイオン液体に添加する、請求項１
～５又は１７～１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３８】
　請求項１～５又は１７～１９のいずれか一項に記載のとおり加水分解生成物を調製する
ステップと、前記加水分解生成物をイオン液体から分離するステップとを含む、単糖供給
原料を製造するための方法。
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【請求項３９】
　請求項１～５又は１７～１９のいずれか一項に記載のとおり加水分解生成物を調製する
ステップと、前記加水分解生成物をイオン液体から分離するステップとを含み、ステップ
［ａ］の前に、希酸により前処理するステップをさらに含む、単糖供給原料を製造するた
めの方法。
【請求項４０】
　発酵によりエタノールを生成する方法であって、請求項１～５又は１７～１９のいずれ
か一項に記載の方法により得られる加水分解生成物を、エタノール生成微生物による発酵
のための単糖供給原料として用いるステップを含む、方法。
【請求項４１】
　発酵によりエタノールを生成する方法であって、請求項１～５又は１７～１９のいずれ
か一項に記載の方法により得られる加水分解生成物を、エタノール生成微生物による発酵
のための単糖供給原料として用いるステップを含み、ステップ［ａ］の前に希酸により前
処理するステップをさらに含む、方法。

【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
［関連出願の相互参照］
　［０００１］本出願は、その出願が参照によりその全体が本明細書に組み込まれる、２
００９年７月１日出願の米国特許仮出願第６１／２２２，３９７の利益を主張する。
【０００２】
［連邦政府による資金提供を受けた研究又は開発の記載］
　［０００２］本発明は、以下の機関：ＤＯＥ　ＤＥ－ＦＣ０２－０７ＥＲ６４４９４に
より付与された米国政府の支援によってなされた。米国政府は、本発明において一定の権
利を有する。
【０００３】
［発明の背景］
　［０００３］豊富な植物バイオマスは、燃料及び化学物質の持続可能な供給源となる可
能性がある。この潜在能力を引き出すには、難分解性リグノセルロースの、糖などの有用
な中間体への経済的な変換を必要とする。本発明者らは、リグノセルロースの単糖への化
学的加水分解のための高収率プロセスを報告する。酸触媒を含有する塩化物イオン液体に
水を徐々に添加することにより、セルロースからのグルコースのおよそ９０％の収率及び
未処理のコーンストーバーからの糖の７０～８０％の収率が得られる。イオン排除クロマ
トグラフィーは、イオン液体の回収を可能にし、エタノール生成微生物の活発な増殖を支
援する糖供給原料を供給する。したがって、単純な化学的プロセスは、原料バイオマスを
、大規模化が実現可能なバイオリファイナリーのための唯一の炭素供給源とすることがで
きる。
【０００４】
　［０００４］リグノセルロースバイオマスの主な成分として、糖ポリマーセルロース及
びヘミセルロースは、地球上で最も豊富な有機化合物の１つであり、エネルギー及び化学
物質のための再生可能な供給源となる潜在能力を有する。推定される世界の年間バイオマ
ス生産は、１×１０１１トンであり、２×１０２１Ｊを隔離している［１、２］。比較の
ために、年間の石油生産は２×１０２０Ｊにのぼり、一方、通常の原油の技術的に回収可
能な資源量は、２×１０２２Ｊである［１］。したがって、わずか１０年間のうちに、地
球の植物は、セルロース、ヘミセルロース、及びリグニンの形態で、通常の原油として貯
蔵されているエネルギーのすべてを再生することができる。化学者にとっての課題は、こ
れらのポリマーにアクセスし、これらを燃料及び化学的基本構成単位に変換することであ
る。
【０００５】
　［０００５］糖は、リグノセルロースバイオマスの生物学的及び化学的変換における天
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然の中間体である［３～８］が、糖へのアクセスは、植物細胞壁の難分解性によって妨げ
られている［３～９］。リグノセルロース中のグルコースの大部分は、高結晶性セルロー
スポリマー中に閉じ込められている。グルコース、キシロース及び別の糖の分岐ポリマー
であるヘミセルロース、並びに複雑な芳香族ポリマーであるリグニンは、セルロースを覆
って、植物を強化及び保護している。この不均一の供給原料から糖を得るには、物理的及
び化学的破壊の両方を必要とする。糖化の酵素的方法は、最も一般的であり、物理的及び
化学的前処理プロセス１０に続いてセルラーゼによる加水分解を使用して、糖を生産する
。所与の供給原料のための前処理及び酵素の適切な組み合わせは、ヘミセルロース及びセ
ルロース成分の両方からの糖の高い収率を可能にする１１。それにもかかわらず、前処理
及び酵素の両方のコスト（セルロースからのエタノール生産のコストの３分の１程度と推
定される、［１２］）及び加水分解の低い速度は、酵素的加水分解にとって潜在的な欠点
である。
【０００６】
　［０００６］バイオマス加水分解のための専用の化学的技術もまた開発されている。早
くも１８１９年には、Ｂｒａｃｏｎｎｏｔは、濃Ｈ２ＳＯ４中に溶解させ、水で希釈し、
加熱したリネンが、発酵可能な糖に変わることを実証した［１３、１４］。この例のよう
に、濃酸は、バイオマス加水分解において二重の役割を果たすことができる。鎖内及び鎖
間の水素結合のネットワークを妨害することによって、強酸は、セルロースを脱結晶化し
、セルロースに試薬がアクセスできるようにし［１５］、グリコシド結合の加水分解を触
媒することによって、強酸は、セルロース及びヘミセルロースを糖に切断する（図１）［
３］。Ｂｅｒｇｉｕｓは、１９３５～１９４８年にドイツにおいて稼働した工業用プロセ
スの開発においてＨＣｌのこうした属性を利用した［１６、１７］。米国では、典型的に
はセルロース及びヘミセルロースを糖に８０～９０％変換する、Ｈ２ＳＯ４を使用したい
くつかの関連するプロセスが開発されている［１８～２２］。最近の例では、Ｃｕｚｅｎ
ｓ及びＦａｒｏｎｅは、濃Ｈ２ＳＯ４水溶液を使用して、アルケノール（Ａｒｋｅｎｏｌ
）プロセスによって農業残渣を加水分解し［２３］、これは、ＢｌｕｅＦｉｒｅ　Ｅｔｈ
ａｎｏｌ（アーバイン、カリフォルニア、米国）によって商品化されている途中である。
この方法では、バイオマスは、７７％Ｈ２ＳＯ４によって脱結晶化され、約４０ｗｔ％の
水分含量まで希釈され、１００℃で加水分解される。この第１段階は、ヘミセルロースの
ほとんどすべて及びセルロースの一部を加水分解する。次いで、固体残渣を第２段階加水
分解に供して、残っているグルコースを放出する。濃酸加水分解法は、高糖収率をもたら
し、単純な触媒を使用し、ほんの短い反応時間しか必要としない。これらの利点にもかか
わらず、濃酸を取り扱う危険及びそれらを再循環させることの複雑さが、この技術の採用
を制限してきた。
【０００７】
　［０００７］より危険が少なくより扱いやすいセルロース溶媒は、リグノセルロース加
水分解を容易にするであろう。周囲温度に近い又はそれより低い融点を有する塩であるイ
オン液体は、不織繊維生産［２４］及び化学的誘導体化［２５、２６］のためのセルロー
ス溶媒として見込みがある。濃酸のように、塩化物イオン、酢酸イオン、及び別の弱塩基
性のアニオンで構成されるイオン液体は、セルロースの水素結合ネットワークを妨害し、
その溶解を可能にする［２５～２７］。これらの性質を認識して、Ｚｈａｏ及び共同研究
者らは、１－ブチル－３－メチルイミダゾリウムクロリド（［ＢＭＩＭ］Ｃｌ）中でのセ
ルロースの加水分解を試みた［２８］。１１ｗｔ％のＨ２ＳＯ４、及びセルロースのグル
コースモノマー単位に対して１．７５当量（反応混合物の約１ｗｔ％）の水を使用して、
Ｚｈａｏらは、１００℃で９時間後、４３％モル収率のグルコースを得た。Ｚｈａｏらは
、３，５－ジニトロサリチル酸（ＤＮＳ）アッセイに基づいて７７％収率の全還元糖（Ｔ
ＲＳ）もまた報告したが、グルコース（予期されるセルロース加水分解生成物である）以
外のどの糖がＴＲＳに含まれるのかについては論じなかった。Ｚｈａｏ及び共同研究者ら
はまた、同様の条件下での、コーンストーバー及び稲わらなどのバイオマス材料の反応で
６６～８１％のＴＲＳ収率を得ていることも報告しているが、グルコース収率は報告して
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いない［２８］。おそらく、リグノセルロースからのグルコース収率は、精製されたセル
ロースを用いて得られるもの以下であった可能性が高い。
【０００８】
　［０００８］別の研究者からのいくつかの報告が、Ｚｈａｏ及び共同研究者らの後に続
いた。Ｓｃｈuｔｈ及び共同研究者らは、固体酸触媒を使用して［ＢＭＩＭ］Ｃｌ中でセ
ルロースを解重合し、グルコースではなく主に水に不溶性のオリゴマーを得た［３０］。
最近、Ｊｏｎｅｓ及び共同研究者らは、［ＢＭＩＭ］Ｃｌ中で、低水分条件下でマツ材を
加水分解し、典型的には２０％未満の単糖のモル収率を得た［３１］。Ｓｅｄｄｏｎ及び
共同研究者らは、１－エチル－３－メチルイミダゾリウムクロリド（［ＥＭＩＭ］Ｃｌ）
におけるセロビオースの反応性を研究し、次いで、それらの最適化された条件を純粋なセ
ルロース及びススキ属（Ｍｉｓｃａｎｔｈｕｓ）の草類に適用し、それぞれ５０％及び３
０％のグルコース収率を得た［３２、３３］。Ｚｈａｏ及び共同研究者らにより報告され
た、イオン液体において得られたこれらの低いグルコース収率は、濃酸及び別のセルロー
ス溶媒においてセルロースから到達可能なほぼ定量的なグルコースの収率と対照をなす［
３４］。
【０００９】
　［０００９］Ｚｈａｏら［５３］及び米国特許出願公開第２００８／００３３１８７号
（２００８年２月７日公開）は、大きな収率でフランを生産するための、イオン液体にお
ける炭水化物の変換のための方法を報告している。この方法は、炭水化物を可溶性の限界
までイオン液体と混合するステップと、炭水化物を触媒の存在下で、大きな収率でのフラ
ンへの変換のために十分なある反応温度で及びある反応時間の間、加熱するステップとを
含む。
【００１０】
　［００１０］２００８年６月１７日出願の米国特許仮出願第６１／０７３，２８５号は
、極性の非プロトン性溶媒中での、ハロゲン化物塩又はそれらの混合物の存在下における
、及び任意選択により酸触媒、金属ハロゲン化物触媒又はイオン液体（４０ｗｔ％まで）
の存在下における、炭水化物又は炭水化物供給原料をフランに変換するための方法に関す
る。炭水化物供給原料は、リグノセルロースバイオマスとすることができる。
【００１１】
　［００１１］米国特許出願公開第２００９／００６２５２４号（２００９年３月２５日
公開）は、イオン液体中にセルロースを溶解させること、及び「酸によって、適切であれ
ば水の添加によってそれを処理すること」による、セルロースの完全な又は部分的な分解
のためのプロセスに関する。添加される酸及び水の量が調節されることにより、セルロー
スの「完全な」又は「部分的な」分解を達成する。この出願は、「使用されるセルロース
に付着している水が、所望する程度の分解に到達するために不十分であれば、水の添加が
必要な場合がある」と記述している。水は、酸と一緒に、セルロースのイオン液体溶液に
添加され、又はイオン液体酸及び水が前もって混合され、セルロースがこの混合物中に溶
解される。添加される水の量はさらに記載されている：
　「通常のセルロースの水分含量は、使用されるセルロースの全質量（セルロース＋付着
している水）に基づいて５～１０質量％の範囲である。セルロースの無水グルコース単位
に基づいて過剰の水及び酸を使用することによって、グルコースまでの完全な分解がまた
可能である。部分的分解に達するために、準化学量論的な量の水及び酸が添加されるか、
又はその時点で反応が停止される。
　水に関する、セルロースのグルコースへの完全な分解のためのプロセスの化学量論比が
、さらに論じられている「（ｉ）ｆ．．．平均してｘ無水グルコース単位から構成される
セルロースは、完全にグルコースに分解され、その時、ｘ当量の水が必要とされる。ここ
で、化学量論量の水（ｎ無水グルコース単位／ｎ酸＝１）（原文ママ、ｎ水を意図してい
たと考えられる）又はｘに基づいて過剰の、好ましくは３モル％より過剰を使用すること
が優先される。」この出願において示されている特定の例は、セルロースは完全に分解さ
れたが、グルコース収率及び副生成物の存在又は非存在は報告されなかったと記述してい
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る。
【００１２】
　［００１２］国際公開第２００９０３０９５０号パンフレット及び国際公開第２００９
０３０８４９号パンフレット（ともに２００９年３月１２日公開）は、セルロースがイオ
ン液体と混合され、結果として生じる溶媒和物又は溶液が水の存在下において酸で処理さ
れる、水溶性セルロース加水分解生成物の調製のためのプロセスに関する。酸は、２５℃
で２未満の水中でのｐＫａを有すると報告されている。この出願は、次のように記述して
いる。
　「加水分解反応は、セルロース中の各モノマー単位につき、１モル当量の水の存在を必
要とする。セルロース自体は、特定の量の水を含有し、その正確な量は供給源及びセルロ
ースの物理的形態に応じて決まり、通常調製されるセルロースは、少なくとも１０～１５
質量％の水を含有する。しかしながら、反応混合物中の過度に大量の水は、イオン液体に
おけるセルロースの可溶性の低下、及び／又はセルロースの水溶性加水分解生成物への変
換の低下のいずれかをもたらし得る。好ましくは、反応系の全水分含量は、水対セルロー
スの質量比が１：１～１：２０、好ましくは１：５～１：１５、特に、約１：１０となる
ようにする。
【００１３】
　［００１３］２００８年１０月２２日公開の中国特許出願第１１２８９８１号は、イオ
ン液体においてセルロースを加水分解するためのプロセスに関する。この方法において、
イオン液体は、溶媒として使用されると述べられており、その等しい質量が１モル以上で
ある水は、反応物として使用されると述べられており、その触媒量が化学量論量である無
機酸は、触媒として使用されると述べられている。反応は、２分間～９時間の常圧及び７
０～１００℃の間の温度を用いると報告されている。還元糖の報告された最大収率は７３
％、対応するグルコースの収率は５３％であった。
【００１４】
　［００１４］国際公開第２００９０４７０２３号パンフレット（２００９年４月１６日
公開）は、水和溶融塩におけるセルロースの変換のためのプロセスに関する。溶融塩は、
２００℃より低い融点を有するものとして記載されており、より詳細には、無機塩の水和
物及びＺｎＣｌ２の水和物を指す。この方法は、セルロースに加えてリグニン及びヘミセ
ルロースを含有する材料に適用できると述べられている。
【００１５】
　［００１５］米国特許出願公開第２００９００２０１１２号（２００９年１月２２日公
開）は、リグノセルロース材料の熱分解のための方法であって、リグノセルロース材料を
イオン液体と合わせるステップと、混合物を、約１５０℃～約３００℃の温度に加熱する
ステップなどの熱分解条件に供するステップとを含み、加熱するステップが無酸素であっ
てもよい、例えば、５－ヒドロキシメチルフルフラール、フルフラール２－メチルフルフ
ラール、レブロン酸、レブリン酸又はレボグルコセノンとすることができる生成物を生産
するための、方法に関する。
【００１６】
　［００１６］国際公開第２００８１１２２９１号パンフレット及び米国特許出願公開第
２００８０２２７１６２号（ともに２００８年９月１８日公開）は、木材、わら及び別の
天然のリグノセルロース材料を、マイクロ波照射及び／又は圧力下でイオン液体中に溶解
させるための方法に関する。
【００１７】
　［００１７］リグノセルロースの加水分解による望ましい生成物の収率を向上させるた
めの試みにおいて多大な努力が費やされてきたが、単糖の高い収率をもたらす方法が当技
術分野において依然として大いに必要とされている。本発明は、微生物増殖及び生体触媒
によるエタノール生産にとって上質の供給原料である容易に回収される糖を生成する、セ
ルロース及びリグノセルロースバイオマスの加水分解のための高収率プロセスを提供する
。
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【００１８】
［発明の概要］
　［００１８］本発明は、リグノセルロースの単糖への化学的加水分解のための高収率の
方法を提供する。このプロセスはまた、セルロース及びキシラン及びガラクタン、マンナ
ン、又はアラビナンなどの関連するバイオマス多糖にも適用することができる。より一般
的には、本方法は、バイオマス多糖基質の加水分解のために用いられる。このプロセスは
、セルロースが可溶性であるイオン液体中で行われる。酸触媒を、特定のイオン液体にお
いて多糖及びリグノセルロース又はそれらの混合物に添加し、混合物を、加水分解を開始
するために十分高い温度まで加熱する。この反応は、典型的には、周囲圧力及び約７０～
１４０℃及び好ましくは８５～１１５℃の範囲の温度で実施される。特定の一態様におい
て、反応は、１００～１１０℃で行われる。
【００１９】
　［００１９］高い収率を達成するために、濃酸触媒はこのプロセスにおいて必要とされ
ない。添加される酸触媒の量は、存在している多糖又はリグノセルロースに対して約５～
４０質量％の間、及び好ましくは１０～２５質量％の間である。加水分解反応の開始後、
水を反応混合物に徐々に添加して少なくとも２０質量％の全水分含量を達成する。水は、
セルロース（又は別の多糖）が沈殿せず、加水分解が実質的に抑制されないような速度で
添加する。特定の一態様において、全水分含量を、２０質量％～３５質量％の間まで徐々
に増加させる。別の特定の態様において、全水分含量を、３０質量％～４５質量％の間ま
で徐々に増加させる。
【００２０】
　［００２０］セルロース又は別の多糖の場合、加水分解を継続して、ヒドロキシメチル
フラン（ＨＭＦ）などの望まない単糖脱水副生成物の生産を最小限に抑えながら、グルコ
ースの最大収率を達成する。特定の態様において、セルロース加水分解によるグルコース
収率は５０％以上である。特定の態様において、セルロース加水分解によるグルコース収
率は７５％以上である。特定の態様において、セルロース加水分解によるグルコース収率
は８５％以上である。特定の態様において、加水分解反応を、１～１０時間、より好まし
くは１～５時間、及びより詳細には２～３時間行う。特定の一態様において、反応を、１
００～１１０℃の範囲の温度で、１～４時間及びより詳細には２～３時間行う。記載され
るように、水の添加は、セルロース加水分解の望まない副産物、特に、単糖脱水により生
じると少なくとも一部考えられているヒドロキシメチルフラン（ＨＭＦ）の形成を減少さ
せる。特定の態様において、加水分解におけるＨＭＦ収率は１０％以下である。特定の態
様において、加水分解におけるＨＭＦ収率は５％以下である。加水分解の単糖生成物は、
イオン液体から分離し、任意の所望の適用のための単糖供給源として用いることができる
。特定の一態様において、加水分解生成物は、イオン液体から分離し、微生物の増殖及び
エタノールなどの発酵生成物の生産のための単糖供給源として用いることができる。一実
施形態において、イオン液体は、特に、適切なイオン交換カラムの通過によって、加水分
解生成物から分離することができ、イオン液体は、再使用のために任意選択により再循環
させることができる。
【００２１】
　［００２１］リグノセルロースの場合、加水分解は、上述した通り徐々に水を添加する
ことを含む、１つ又は複数の加水分解段階で、特に、１つの加水分解段階又は２つの加水
分解段階で実施することができる。第１の加水分解段階において、加水分解を継続して、
やはりＨＭＦなどの望まない副産物を最小限に抑えながら、グルコースの最大収率を達成
する。キシロースなどの別の単糖もまた、リグノセルロース中に存在し得るキシランなど
のセルロース以外の多糖の加水分解によって第１の段階において生産することができる。
グルコース以外の単糖の収率、例えば、キシロース収率は、第１段階において、５０％よ
り高くなり得る。特定の態様において、第１段階におけるグルコース収率は、典型的には
、１０～３０％の範囲とすることができる。第１段階の加水分解生成物は、過剰の水で希
釈して、残っている固体を沈殿させることができる。第１段階の加水分解生成物は、イオ
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ン液体から分離し、任意の所望の適用における単糖供給源として用いることができる。
【００２２】
　［００２２］第１段階の沈殿した固体、例えば、残っているリグノセルロースは、上述
した通り同様に徐々に水を添加することを含む加水分解の第２段階に供することができる
。第２段階を行い、望まない副生成物を最小限に抑えながらグルコースの最大収率を達成
する。第１段階及び第２段階の加水分解の合わせたグルコース収率は、３５％を超える。
特定の態様において、第１段階及び第２段階の加水分解の合わせたグルコース収率は、４
０％を超える。別の実施形態では、第１段階及び第２段階の加水分解の合わせたグルコー
ス収率は、５０％を超える。特定の態様において、第１段階及び第２段階の加水分解の合
わせたグルコース収率は、６０％を超える。特定の態様において、第１段階及び第２段階
の加水分解の合わせたグルコース収率は、７０％又はそれ以上である。キシロースなどの
さらなる単糖もまた、第２の段階において生産されてもよい。特定の態様において、第１
段階の加水分解反応は、１～４時間、より詳細には１～３時間行う。特定の態様において
、第２段階の加水分解反応は、１～５時間、より詳細には３～４時間行う。第１段階及び
第２段階は、同じ又は異なる温度で、７０～１４０℃及びより詳細には８５～１１５℃の
範囲内で行ってもよい。特定の態様において、第１段階及び第２段階の反応は、同じ温度
で行う。特定の一態様において、第１段階及び第２段階の反応は、１００～１１０℃の範
囲のおよそ同じ温度で行う。特定の一態様において、第１段階の反応は、１００～１１０
℃の範囲の温度で１～４時間及びより詳細には１～３時間行う。特定の一態様において、
第２段階の反応は、１００～１１０℃の範囲の温度で１～５時間及びより詳細には３～４
時間行う。
【００２３】
　［００２３］特定の態様において、出発セルロースよりも低いＤＰのセルロースを生産
するために、セルロース又は別のバイオマス多糖の、部分的な加水分解ではなく実質的に
完全な加水分解が所望される。しかしながら、反応が実施されて単糖を含有する加水分解
生成物を生産する場合、反応を継続して、所望の単糖又は単糖の混合物の最大の収率又は
合わせた収率を達成することが好ましい。
【００２４】
　［００２４］本発明のプロセスは、高い単糖収率、特に、高いグルコース収率を達成す
るために、セルラーゼなどの酵素を必要としない。本プロセスは、高い単糖収率、特に、
高いグルコース収率を達成するために、濃酸の使用を必要としない。リグノセルロース材
料は、セルロース又は別のバイオマス多糖をリグニンから解離させるために、化学的又は
酵素的前処理を必要としない。リグノセルロース材料は、加水分解の前に機械的なプレプ
ロセシング、細断、磨砕及び／又は粉砕に供することが好ましい。特定の態様において、
リグノセルロース材料は、１００メッシュふるいを通過するように粉砕される。特定の態
様において、リグノセルロース材料は、４０メッシュふるいを通過するように粉砕される
。しかしながら、本発明のプロセスは、任意のセルロース含有材料、特に、化学的又は酵
素的前処理の適用によって、セルロースがリグニンから少なくとも部分的に分離されてい
るリグノセルロースに適用することもできる。そのようなセルロース含有材料は、セルロ
ース以外のバイオマス多糖、例えば、キシランを含有し得る。リグノセルロースバイオマ
スは、限定はしないが、蒸気、液体熱水、希酸、アンモニア繊維膨潤（ＡＦＥＸ）、石灰
、及び／又はアンモニア水との接触を含む前処理に任意選択により供することができる。
【００２５】
　［００２５］本明細書中の特定の態様において、加水分解は、特定のイオン液体におい
て、本明細書に記載されている通り、金属塩又は金属触媒の非存在下で実施する。
【００２６】
　［００２６］特定の一態様において、リグノセルロース材料を、加水分解の前に、本発
明の方法によって、酸触媒を含むイオン液体中で希酸処理に供する。リグノセルロース材
料を、適切な温度、圧力及び時間で、希酸と接触させて、典型的には、リグノセルロース
材料中のヘミセルロースからの糖の放出を達成することができる。水中のリグノセルロー
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ス材料のスラリーを形成することができ、これに適切な量の希酸を添加する。希酸の前処
理ステップは、典型的には、１４０～２２５℃の温度で、又はより詳細には、１８５℃～
２１０℃の範囲の温度で、最大１０分、好ましくは１～５分の間の比較的短時間、実施す
る。希酸の前処理は、周囲圧力で実施することができるが、好ましくは、周囲（約１ａｔ
ｍ）～２０ａｔｍ、好ましくは５～１５ａｔｍの範囲の周囲圧力より高い圧力で実施する
。特定の一態様において、希酸の前処理のために、２０～４０質量％のバイオマスを含有
する水中のバイオマススラリーを調製する。酸を、０．５～３質量％の量で、及びより詳
細には、０．７５％～１．２５％の量でスラリーに添加する。有用な酸は、無機酸、特に
、硫酸、硝酸、塩酸又はリン酸を含む。前処理の後、固体を、いくらかの遊離した糖を含
有する水性液体から分離し、固体を本明細書に記載されている通りイオン液体における加
水分解に供する。前処理した固体を乾燥に供して、さらなる加水分解の前に残留水を除去
してもよい。本明細書において以下に記載されている通り、処理される固体中に残ってい
る水はすべて、イオン液体における反応に添加するための水の量を決定するときに考慮さ
れる。特定の好ましい一実施形態において、本プロセスは、本明細書に記載されている希
酸ステップ及び第１の加水分解段階の２段階で実施され、所望の高い単糖収率を達成する
。前処理ステップは、バッチ反応器、連続反応器において、又は希酸が固体バイオマス中
を流れるフロースルー反応器において実施することができる。上記のように、イオン液体
における第１段階の加水分解を、典型的には、周囲圧力及び約７０～１４０℃及び好まし
くは８５～１１５℃の範囲の温度で実施する。特定の一態様において、反応を、１００～
１１０℃で行う。加水分解の開始後、上記されている通り、水を反応に徐々に添加する。
【００２７】
　［００２７］本発明におけるプロセスにおいて、酸に触媒されるセルロースの加水分解
が開始された後に水を添加して、グルコース収率を増強し、副生成物生成、例えば、ＨＭ
Ｆの生成を最小限に抑える。水添加のタイミング及び量は、セルロース沈殿を回避し、グ
ルコース収率（又は別の単糖と合わせたグルコースの収率）を増加させ、望まない脱水副
生成物、例えば、ＨＭＦ形成を最小限に抑えるように調節される。初期反応混合物は、イ
オン液体中にある、セルロース又はリグノセルロース中にある、又はそうでなければ反応
容器に入る、付随的な低レベルの全水分を含有してもよいことが容易に理解されるであろ
う。セルロース又はリグノセルロース自体は、供給源及びセルロースの物理的形態に応じ
て水を含有する可能性がある。セルロースは、例えば、１０～１５質量％の水を含有し得
る。前処理、例えば、希酸の前処理に供されたリグノセルロース材料は、水を含有する場
合がある。典型的には、そのような付随的な水は、すべての反応成分の多くて約５質量％
のレベルで存在する。付随的な水レベルがすべての反応成分の約５質量％未満である場合
、すべての反応成分に対して約５質量％のレベルまで、水を初期反応混合物に任意選択に
より添加してもよい。この最初に添加される水の一部は、酸添加を容易にするために添加
されてもよい。セルロース中の、又は初期反応混合物に添加される、任意の既知の量の水
は、反応を開始した後に水を添加する場合、全水分含量の決定の際に考慮される。初期水
分含量は、何らかの実質的なセルロース沈殿を回避するために十分に低いことが好ましい
。セルロース沈殿は、例えば、イオン液体中の白濁によって視覚的に検出することができ
る。加水分解される材料の水分含量が約５質量％を超えていれば、リグノセルロース材料
又はセルロースを、加水分解の前に少なくとも部分的な乾燥に任意選択により供して、水
レベルを約５質量％以下に減少させる。加水分解される材料中の水レベルは、当技術分野
において知られている任意の方法によって決定することができる。イオン液体に材料を添
加し、少なくとも部分的に溶解させる場合、加水分解される材料中の水レベルは、沈殿を
回避するために十分に低いものであるべきである。
【００２８】
　［００２８］セルロースの加水分解が開始された後の反応混合物への水添加は、種々の
方法で調節又は制御することができる。水は、選択されたアリコートで段階的に、反応開
始後の選択された時間に添加してもよい。例えば、１５質量％の水を、初めに５質量％の
水を含有していた反応に、反応開始の１０分後に添加して、開始の１０分後までに２０質
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量％の標的レベルを達成してもよい。代替として、より少ないアリコートの水を、定期的
な間隔で１０分間にわたって添加して、反応開始の１０分後までに２０質量％の標的レベ
ルを達成してもよい。特定の一態様において、水添加を、選択された速度で選択された間
隔にわたって継続的に行って、標的時間で全水分含量の所望の標的レベルを得てもよい。
水添加は、反応混合物中の水の全質量％（加水分解される材料を含むすべての反応成分中
に存在し得る水を含む）に関して測定される。
【００２９】
　［００２９］実施形態において、水を反応混合物に添加して、反応開始後３～１０分以
内に５～２０質量％の全水分含量を達成する。実施形態において、水を反応混合物に添加
して、反応開始後３～１０分以内に５～２０質量％の全水分含量を達成し、さらなる水を
添加して、反応開始後１０～３０分で２０～３５質量％の全水分含量を達成する。実施形
態において、水を反応混合物に添加して、反応開始後３～１０分以内に５～２０質量％の
全水分含量を達成し、さらなる水を添加して、反応開始後１０～３０分以内に２０～３５
質量％の全水分含量を達成し、さらなる水を添加して、反応開始後３０～６０分以内に３
５～４５質量％の水分含量を達成する。
【００３０】
　［００３０］特定の実施形態において、水を反応に添加して、反応開始後１０分までに
反応混合物に関して２０質量％の全水分含量を達成する。特定の態様において、水を反応
に添加して、反応開始の１０分後までに２０質量％の全水分含量を達成し、さらなる水を
添加して、反応開始の６０分後までに４０～４５質量％の全水分含量を達成する。特定の
態様において、水を反応に添加して、反応開始の１０分後までに２０質量％の全水分含量
を達成し、さらなる水を添加して、反応開始の３０分後までに３０～３５質量％の全水分
含量を達成する。特定の態様において、水を反応に添加して、反応開始の１０分後までに
２０質量％の全水分含量を達成し、さらなる水を添加して、反応開始の２０分後までに２
５質量％の全水分含量を達成する。特定の態様において、水を反応に添加して、反応開始
の１０分後までに２０質量％の全水分含量を達成し、さらなる水を添加して、反応開始の
３０分後までに３０～３５質量％の全水分含量を達成し、なおさらなる水を添加して、反
応開始の６０分後までに４０～４５質量％の全水分含量を達成する。
【００３１】
　［００３１］一実施形態において、酸触媒は、有機又は無機（無機物）酸、特に、２５
℃で水において１以下のｐＫａを有する酸である。特定の一態様において、酸触媒は、Ｈ
Ｃｌである。特定の一態様において、酸触媒は、Ｈ２ＳＯ４である。別の実施形態におい
て、酸触媒はＨＢｒである。別の実施形態において、酸は硝酸である。さらに別の実施形
態において、酸触媒は、トリフルオロ酢酸である。酸触媒は、そのような酸の混合物であ
ってもよい。酸は、水溶液の形態で用いられてもよい。
【００３２】
　［００３２］一実施形態において、反応混合物は、イオン液体、酸触媒、水（初期の＋
加水分解の開始後に添加された）及びセルロース又はリグノセルロースから本質的になる
。一実施形態において、反応混合物は、イオン液体、酸触媒、水（初期の＋加水分解の開
始後に添加された）、セルロース又はリグノセルロース及び２５質量％以下の共溶媒を含
む。一実施形態において、反応混合物は、イオン液体、酸触媒、水（初期の＋加水分解の
開始後に添加された）、セルロース又はリグノセルロース及び１０質量％以下の共溶媒を
含む。
【００３３】
　［００３３］イオン液体塩化物塩は、セルロースを溶解させ、グルコース収率の増強を
促進すると考えられる。セルロースをイオン液体中に導入し、激しく撹拌又は混合して溶
解を助ける。任意選択により、セルロースを、イオン液体中で少なくとも１時間、酸の添
加及び反応開始の前に撹拌する。セルロースを、反応開始の前に最大３時間、最大６時間
、又は最大９時間、イオン液体と混合すれば、増強されたグルコース収率を得ることがで
きる。イオン液体をリグノセルロースと予備混合するこのステップは、イオン液体の融点
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又は軟化点に応じて、周囲温度で又は１４０Ｃまでの周囲温度より高い温度で実施するこ
とができる。イオン液体は、液体であるか、又は少なくとも軟化している（混合すること
ができるように）べきである。より詳細には、予備混合するステップは、反応温度で、特
に、７０～１４０℃の間の温度で実施することができる。
【００３４】
　［００３４］イオン液体塩化物塩は、リグノセルロースを脱結晶化し、セルロースを少
なくとも部分的に溶解させる。イオン液体は、グルコース収率の増強を促進すると考えら
れている。リグノセルロースを、イオン液体中に導入し、激しく撹拌又は混合して、脱結
晶化又は溶解を援助する。任意選択により、リグノセルロースを、イオン液体中で少なく
とも１時間、酸の添加及び反応開始の前に撹拌する。リグノセルロースを、反応開始の前
に最大３時間、最大６時間、又は最大９時間、イオン液体と混合すれば、増強されたグル
コース収率を得ることができる。イオン液体をリグノセルロースと予備混合するこのステ
ップは、イオン液体の融点又は軟化点に応じて、周囲温度で又は１４０℃までの周囲温度
より高い温度で実施することができる。イオン液体は、液体であるか、又は少なくとも軟
化している（混合することができるように）べきである。より詳細には、予備混合するス
テップは、反応温度で、特に、７０～１４０℃の間の温度で実施することができる。
【００３５】
　［００３５］一実施形態において、イオン液体は、アニオンが塩化物イオン、トリフル
オロ酢酸イオン、トリクロロ酢酸イオン、トリブロモ酢酸イオン又はチオシアン酸イオン
であり、セルロースが少なくとも部分的に可溶性である、有機塩である。イオン液体は、
反応温度及び圧力で液体である。特定の一態様において、イオン液体は、反応温度で、周
囲圧力で液体である。一実施形態において、イオン液体塩化物塩は、イミダゾリウム塩で
ある。一実施形態において、イオン液体塩化物塩は、Ｃ１～Ｃ６アルキルイミダゾリウム
塩である。特定の態様において、イオン液体は、［ＥＭＩＭ］＋又は［ＢＭＩＭ］＋又は
１－エチル－２，３－ジメチルイミダゾリウムカチオンの塩である。別の実施形態におい
て、イオン液体は、ピリジニウム塩である。別の実施形態において、イオン液体塩は、Ｃ
１～Ｃ６アルキルピリジニウム塩である。特定の態様において、イオン液体は、特に、ア
ルキル基がＣ１～Ｃ６アルキル基である、１－アルキルピリジニウム塩である。特定の態
様において、イオン液体塩は、１－エチルピリジニウムカチオン塩又は１－ブチル－４－
メチルピリジニウムカチオン塩である。イオン液体のさらなる有機カチオンは、そのよう
なカチオンの説明に関してそれぞれが参照により本明細書に組み込まれる、米国特許出願
公開第２００９／００６２５２４号、国際公開第２００９０３０９５０号パンフレット、
国際公開第２００９０３０８４９号パンフレット、米国特許出願公開第２００９００２０
１１２号、国際公開第２００８１１２２９１号パンフレット、米国特許出願公開第２００
８０２２７１６２号及び国際公開第２００９０２４６０７号パンフレットにおいて記載さ
れている。
【００３６】
　［００３６］特定の一態様において、イオン液体は、セルロースが少なくとも部分的に
可溶性である有機塩化物塩である。イオン液体は、反応温度で、周囲圧力で液体である。
一実施形態において、イオン液体塩化物塩は、イミダゾリウムクロリドである。一実施形
態において、イオン液体塩化物塩は、Ｃ１～Ｃ６アルキルイミダゾリウムクロリドである
。特定の態様において、イオン液体塩化物塩は、［ＥＭＩＭ］Ｃｌ又は［ＢＭＩＭ］Ｃｌ
又は１－エチル－２，３－ジメチルイミダゾリウムクロリドである。別の実施形態におい
て、イオン液体塩化物塩は、ピリジニウムクロリドである。別の実施形態において、イオ
ン液体塩は、Ｃ１～Ｃ６アルキルピリジニウムクロリドである。特定の態様において、イ
オン液体塩は、特に、アルキル基がＣ１～Ｃ６アルキル基である、１－アルキルピリジニ
ウム塩である。特定の態様において、イオン液体塩は、１－エチルピリジニウムクロリド
又は１－ブチル－４－メチルピリジニウムクロリドである。イオン液体のさらなる有機カ
チオンは、そのようなカチオンの説明に関してそれぞれが参照により本明細書に組み込ま
れる、米国特許出願公開第２００９／００６２５２４号、国際公開第２００９０３０９５
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０号パンフレット、国際公開第２００９０３０８４９号パンフレット、米国特許出願公開
第２００９００２０１１２号、国際公開第２００８１１２２９１号パンフレット、米国特
許出願公開第２００８０２２７１６２号及び国際公開第２００９０２４６０７号パンフレ
ットにおいて記載されている。
【００３７】
　［００３７］一実施形態において、イオン液体は、アニオンが１未満のｐＫａを有する
酸の共役塩基である有機塩であり、例えば、塩化物イオンは、－１のｐＫａを有するＨＣ
ｌの共役塩基であり、トリフルオロ酢酸イオンは、０．３のｐＫａを有するトリフルオロ
酢酸の共役塩基である。この実施形態においてより詳細には、イオン液体のカチオンは、
イミダゾリウムである。一実施形態において、カチオンはＣ１～Ｃ６アルキルイミダゾリ
ウムである。特定の態様において、カチオンは、［ＥＭＩＭ］＋又は［ＢＭＩＭ］＋又は
１－エチル－２，３－ジメチルイミダゾリウムである。別の実施形態において、カチオン
はピリジニウムである。別の実施形態において、カチオンはＣ１～Ｃ６アルキルピリジニ
ウムである。特定の態様において、カチオンは、特に、アルキル基がＣ１～Ｃ６アルキル
基である、１－アルキルピリジニウム塩である。特定の態様において、カチオンは、特に
、アルキル基がＣ１～Ｃ６アルキル基である、１－アルキルピリジニウムイオンである。
特定の態様において、カチオンは、１－エチルピリジニウム又は１－ブチル－４－メチル
ピリジニウムである。Ｃ１～Ｃ６アルキル基は、直鎖状、分岐状及び環状アルキル基を含
む。特定のアルキル基は、メチル、エチル、ｎ－プロピル、及びｎ－ブチル基である。
【００３８】
　［００３８］セルロース又は別のバイオマス多糖への適用において、一実施形態では、
初期反応混合物中のバイオマス多糖の濃度は、１～２５質量％、及びより詳細には、５～
１０質量％、５～２５質量％、１０～２５質量％、１５～２５質量％、又は２０～２５質
量％の範囲である。
【００３９】
　［００３９］リグノセルロースへの適用において、一実施形態では、初期反応混合物中
のリグノセルロースの濃度は、１～２５質量％、及びより詳細には、５～１０質量％、５
～２５質量％、１０～２５質量％、１５～２５質量％、又は２０～２５質量％の範囲であ
る。
【００４０】
　［００４０］本発明の方法は、任意のリグノセルロース材料、特に、木材又は木質材料
、紙くず、植物、農作物及び農業残渣（例えば、コーンストーバー、小麦わら、大麦わら
、大豆茎、サトウキビバガス）、非木本植物の葉及び茎、及び草類（スイッチグラス、ス
スキ属）を含むがこれらに限定されないバイオマスから得られるものに適用することがで
きる。一実施形態において、本方法は、乾燥質量で２０～５０質量％のセルロースを含有
するリグノセルロース材料に適用することができる。
【００４１】
　［００４１］一実施形態において、イオン液体において形成された加水分解生成物（複
数可）は、強カチオン交換樹脂を使用してイオン液体から分離することができる。一実施
形態において、強カチオン交換樹脂は、樹脂が、ジビニルベンゼンで架橋され、硫酸で処
理されて、強酸樹脂をもたらす、架橋ポリスチレンカチオン交換樹脂である。樹脂は、ビ
ニルベンジルクロリドをジビニルベンゼンで重合させること、及び亜硫酸ナトリウムで処
理して強酸樹脂をもたらすことによって形成することができる。有用な樹脂は、限定はし
ないが、ＰＣＲ８３３（Ｐｕｒｏｌｉｔｅ　Ｉｎｃ．）、Ｄｏｗｅｘ（ダウエックス）（
登録商標）５０ＷＸ４及びダウエックス　Ｍｏｎｏｓｐｈｅｒｅ９９（Ｄｏｗ　Ｃｈｅｍ
ｉｃａｌ）、Ａｍｂｅｒｌｉｔｅ１３１０ＣＲ（Ｒｏｈｍ＆Ｈａａｓ）、及びＤｉａｉｏ
ｎ　ＵＢＫ５５５（Ｍｉｔｓｕｂｉｓｈｉ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ）を含む。イオン液体を回
収するために、樹脂は、１－エチル－３－メチルイミダゾリウムカチオンなどのイオン液
体のカチオンを用いて、分離におけるその使用の前に交換されなければならない。一実施
形態において、イオン液体中の加水分解生成物は樹脂上に吸着され、水で溶出される。一
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実施形態において、樹脂は４０～７０℃まで加熱される。特定の一実施形態において、樹
脂は６５℃まで加熱される。
【００４２】
　［００４２］特定の一態様において、本発明は、本明細書に記載されている通り、セル
ロースを少なくとも一部可溶化するイオン液体中で行われる少なくとも２つの加水分解段
階を含む、単糖（単糖の混合物を含む）を生産するためのリグノセルロースの加水分解の
ための方法を提供する。この特定の実施形態において、残留固体を、第１の加水分解段階
から除去して第２の加水分解段階に送り込む。第１段階の加水分解生成物（複数可）を、
使用したイオン液体のカチオンで交換される強カチオン交換樹脂中への通過を用によりイ
オン液体から分離する。分離したイオン液体は、第２段階の加水分解での再使用のために
戻す。２段階より多い加水分解を実施する場合、前の段階の加水分解生成物（複数可）を
、イオン液体から分離し、次いでこれを後の段階での再使用のために戻す。各段階の分離
された加水分解生成物は、任意選択により合わせて、単糖供給源として用いる。さらに特
定の実施形態において、イオン液体は、イオン液体のアニオンが、塩化物イオン、トリフ
ルオロ酢酸イオン、トリクロロ酢酸イオン、トリブロモ酢酸イオン又はチオシアン酸イオ
ンであるものである。
【００４３】
　［００４３］特定の一態様において、本発明は、本明細書において記載されている通り
、セルロースを少なくとも一部可溶化するイオン液体中で行われる１つの加水分解ステッ
プを含む、単糖（単糖の混合物を含む）を生産するためのリグノセルロースの加水分解の
ための方法を提供する。この方法はまた、加水分解の前に、リグノセルロースバイオマス
の少なくとも１つの前処理ステップを含む。前処理は、蒸気、液体熱水、希酸、アンモニ
ア繊維膨潤（ＡＦＥＸ）、石灰、及び／又はアンモニア水のうちの１つ又は複数との接触
を含むがこれらに限定されないものとすることができる。前処理は、１つ又は複数のステ
ップで実施することができるが、プロセシングコストを減少させるために、前処理ステッ
プは最小限に抑えることが好ましい。特定の一態様において、１つの前処理ステップのみ
を適用して、コストを最小限に抑える。特定の一態様において、前処理ステップは、約１
４０～２２５℃、より詳細には１８５～２１０℃、及び好ましくは１９０～２００℃の間
での、最大１０分間、より好ましくは、最大５分間、及びより詳細には、１～１０分間又
は好ましくは１～５分間の、水中での希酸によるバイオマスの処理である。そのような前
処理の１つのステップ又は複数のステップは、バイオマスのヘミセルロースを加水分解し
てしまって、本明細書に記載されている通りイオン液体における加水分解に持ち込まれる
セルロース固体に、グルコース（又は別の単糖）を放出させることが好ましい。前処理に
よって放出されたすべての単糖を、イオン液体中での加水分解によって生成された単糖と
合わせる。単糖は、イオン液体から分離し、イオン液体は、さらなる材料の加水分解のた
めに再循環する。
【００４４】
　［００４４］本発明は、本明細書に記載されている加水分解の開始後の本明細書に記載
されている水の添加とともに、本明細書に記載されているイオン液体中での加水分解のス
テップを含む、酸で前処理されたバイオマスの加水分解のためのプロセスをさらに提供す
る。
【００４５】
　［００４５］特定の一態様において、本発明の方法の加水分解生成物は、１つ又は複数
の微生物の増殖のための、特に、１つ又は複数の細菌又は酵母の増殖のための、単糖供給
原料として用いられる。特定の態様において、微生物は、そのような加水分解生成物を発
酵してエタノール、プロパノール、ブタノール、アセトン、様々な有機酸又はそれらの混
合物を生成する、エタノール生成微生物又は溶媒生成微生物である。本発明はまた、低レ
ベルの、ＨＭＦなどの望まない糖脱水副生成物を含有する発酵供給原料も提供した。本発
明の発酵供給原料中のそのような脱水生成物のレベルは、２０質量％未満であり、好まし
くは、１０質量％以下、５質量％以下又は３質量％以下である。
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【００４６】
［図面の簡単な説明］
　［００４６］図１は、セルロース及びキシランの加水分解反応を示す化学的スキームで
ある。セルロース及びヘミセルロースの、モノマー糖への化学的加水分解は、オリゴマー
を通して進み、フラン及び別の分解生成物を形成する副反応を伴う。
【００４７】
　［００４７］図２は、イオン液体バイオマス加水分解を使用したバイオ燃料生産のため
の統合されたプロセスに関するフローチャート概略図である。特定の一態様において、分
離は、イオン交換方法を用いて実施することができる。プロセスは、任意選択による機械
的及び／又は化学的前処理ステップ、任意選択であるが好ましくは、イオン液体中での脱
結晶化、水添加を調節するイオン液体中での加水分解；並びに分離及び任意選択であるが
好ましくは、イオン液体の再循環を含む。生成糖は、任意選択により発酵に送られて、エ
タノールなどの望ましい生成物を生産する。
【００４８】
　［００４８］図３は、［ＥＭＩＭ］Ｃｌにおける酸に触媒されるグルコース分解を示す
グラフである。酸性の［ＥＭＩＭ］Ｃｌにおいて、グルコース（菱形）は１００℃で急速
に消失し、ＨＭＦ（四角）及び別の分解生成物を形成する。水分含量の増加は、グルコー
ス減少を遅らせる。反応条件：グルコース、１０ｗｔ％；Ｈ２ＳＯ４、グルコースに対し
て４ｗｔ％。
【００４９】
　［００４９］図４は、［ＥＭＩＭ］Ｃｌにおけるセルロース加水分解中のグルコース、
ＨＭＦ、及びセロビオース生産を示すグラフである。グルコース濃度は、セロビオースな
どのセルロースオリゴマーが加水分解するため、４時間にわたって増加する。セルロース
は、標準的な最適化された反応条件下で反応させた。
【００５０】
　［００５０］図５は、コーンストーバーの加水分解物の糖によるエタノール生成微生物
の好気的増殖を示す図である。細菌である大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）
（Ａ）及び酵母ピキア・スティピティス（Ｐｉｃｈｉａ　ｓｔｉｐｉｔｉｓ）（Ｂ）は、
それらの唯一の炭素供給源としてのコーンストーバーの加水分解物の糖によって急速に増
殖する。加水分解物において、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）の平均倍加時間は２．７７時間で
あり、純粋な糖において倍加時間は２．９５時間であった。
【００５１】
［発明の詳細な説明］
　［００５１］本発明は、多糖加水分解、並びに結果として生じる糖を分離及び発酵させ
る手段のための高効率システムの証明に少なくとも一部基づいている。本発明の方法は、
バイオマス多糖、すなわち、セルロース、キシラン、マンナン、ガラクタン、及びアラビ
ナンなどのバイオマス中に見出される多糖に一般に適用することができる。本方法はまた
、リグノセルロースバイオマスにも適用することができる。本方法はまた、前処理された
リグノセルロースバイオマス、特に希酸で前処理されたそのようなバイオマスにも適用す
ることができる。
【００５２】
　［００５２］多糖、例えば、セルロースの、可溶性及び水との反応性のバランスをとる
ことによって、糖は、リグノセルロースバイオマスから、イオン液体において以前に達成
されたものより数倍高い収率で生産され、酵素的加水分解の収率に近づく。さらに、こう
した加水分解生成物は、微生物によってエタノール又は別の望ましい生成物に容易に変換
される。本発明は、発酵可能な糖を生成するためのバイオマス加水分解のための改良され
た方法を提供する。本発明はまた、バイオ燃料生産のためのバイオマスの化学的加水分解
のための統合されたプロセスも提供する（図２）。まず、コーンストーバーなどのリグノ
セルロースバイオマスを、機械的に及び／又は化学的に、例えば、希酸処理によって、任
意選択により前処理し、次いでバイオマスを、任意選択であるが好ましくは、イオン液体
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と混合することによって脱結晶化する。次いでバイオマスを、本明細書に記載されている
通り水の添加が調節される、イオン液体における酸に触媒される加水分解に供する。残留
リグニン及びセルロース固体を、第２の加水分解段階に任意選択により供し、一方、液体
加水分解物を、例えば、イオン排除クロマトグラフィーを使用してイオン液体から分離す
る。イオン液体中での加水分解のさらなる段階を、所望であれば実施することができる。
イオン排除ステップにおいて回収されたイオン液体を、任意選択により、水から取り出し
、再循環させ、一方、加水分解された糖を、燃料及び／又は別のバイオ製品に任意選択に
より発酵させる。
【００５３】
　［００５３］本明細書における加水分解方法により生産された加水分解糖は、発酵に加
えて様々な用途に用いることができる。リグノセルロースバイオマス材料は、プロセシン
グをさらに向上させ得る前処理ステップに任意選択により供することができる。
【００５４】
　［００５４］本発明はしたがって、本発明の改良されたバイオマス加水分解ステップを
含む、エタノール若しくはブタノールなどの燃料又は別のバイオ製品を製造する方法を提
供する。単糖を含有する供給原料からエタノール、ブタノール及び別の有用な生成物を製
造するための発酵プロセスは、当技術分野において知られている。例えば、Ｍｏｓｉｅｒ
ら［５６］は、エタノールへのバイオマス変換並びにそのようなプロセスのためのリグノ
セルロース材料の前処理及び加水分解に関する最近の総説を示している。この参考文献は
、そのような発酵プロセスの記載に関して、その全体が参照により本明細書に組み込まれ
る。
【００５５】
　［００５５］バイオマス加水分解のための現存する酵素的及び化学的手法と比較して、
本発明のイオン液体系は、多くの魅力的な特徴を有する。濃酸プロセスのように、本発明
のイオン液体系は、酵素ではなく安価な化学的触媒を使用し、独立した前処理ステップを
回避する。協力して作用することにより、イオン液体系、例えば、［ＥＭＩＭ］Ｃｌ及び
ＨＣｌは、わずか１０５℃で数時間のうちに高い糖収率を生産するが、酵素的加水分解は
数日かかる可能性があり［１２］、多くの前処理方法は１６０～２００℃の温度を必要と
する［１０］。また、イオン液体によるリグノセルロース可溶化は、酵素的加水分解にお
いて問題となる可能性がある高濃度でのプロセスを可能にする。一方、このイオン液体プ
ロセスは、危険な濃酸の使用を回避することによって、典型的な酸加水分解方法に改良を
加える。触媒量の希酸を使用することにより、大量の濃酸を再循環させる複雑性及び危険
性が取り除かれる。その代わりに使用されるイオン液体は、取り扱いがはるかに容易であ
ると考えられる。これらの相違にもかかわらず、イオン液体プロセスは、濃酸加水分解を
使用した工業用プロセスと同様である［１６、２３］。したがって、イオン液体プロセス
は、容易に大規模化するために、証明されている工学技術及び設備を活用することができ
る。
【００５６】
　［００５６］本明細書において使用される「イオン液体」という用語は、本明細書にお
ける開示と矛盾しない、その最も広い、当技術分野において認識されている意味を有する
ことを意図する。イオン液体は、ほぼ周囲の室温で又はそれ以下で融解する塩である。本
発明における方法において使用するために、イオン液体は、反応温度で液体である。「塩
化物イオン含有イオン液体」という用語は、塩のアニオンが塩化物イオンであるイオン液
体を指す。「特定のアニオン含有イオン液体」という類似の用語は、塩のアニオンが特定
されたアニオンであるアニオン液体を指す。同様に、イオン液体の群は、例えば、ピリジ
ニウム含有イオン液体など、イオン液体のカチオンのクラス又は群を命名することによっ
て記載することができる。本発明において有用なイオン液体は、セルロースが少なくとも
一部可溶性である、すなわち、いくらか測定可能な程度まで可溶性であるものである。好
ましくは、イオン液体は、接触されるセルロースの約５～２５質量％まで又はそれ以上が
可溶性であるイオン液体である。より好ましくは、イオン液体は、セルロースの約２５質
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量％まで又はそれ以上が可溶性であるイオン液体である。リグノセルロース材料は、イオ
ン液体中に可溶性である必要はない。そのような材料は、イオン液体との接触及び混合に
よって、脱結晶化、膨潤、部分的に可溶化又は構造的に破壊されてもよい。多数のイオン
液体が、セルロースを溶解させることが当技術分野において示されている。多数のイオン
液体が市販されており、又は当技術分野において知られている方法によって調製すること
ができる。本方法は、本明細書において、加水分解反応を実行するためのイオン液体への
酸触媒の添加を指定する。しかしながら、購入又は調製されたイオン液体は、若干量の酸
を含有する。好ましい実施形態において、反応の一貫性のために、酸残留物又は混入を含
有しないイオン液体が好ましい。購入又は調製されたイオン液体が酸を含有している場合
、加水分解反応を実行するために酸は必要とされないか、又は低いレベルの酸が必要とさ
れる。
【００５７】
　［００５７］本発明の方法に必要とはされないが、イオン液体と組み合わせて、適した
共溶媒を用いることができる。例えば、共溶媒をイオン液体に添加して、反応混合物の粘
性を低下させること又は反応成分の混合を増強すること又は反応混合物の流れを増強する
ことができる。適した共溶媒は、中でも、ジアルキルアセトアミド、特に、ジメチルアセ
トアミド（ＤＭＡ）、ジエチルアセトアミド（ＤＥＡ）又はアセトニトリルを含む、極性
の非プロトン性溶媒を含む。別の実施形態では、共溶媒は、ジメチルホルムアミドを含む
ジアルキルホルムアミド；アルキル－又はＮ－アルキル－置換ピロリジノンを含む、又は
より詳細には、メチルピロリドン、又は１－エチル－２－ピロリジノンを含むピロリドン
；スルホラン；ジアルキルスルホキシド、特に、ジメチルスルホキシド；ジオキサン；Ｎ
－メチルカプロラクタムを含むアルキル又はＮ－アルキル置換ラクタム、；Ｎ，Ｎ－ジメ
チルプロピオンアミドを含むジアルキルプロピオンアミド；ｎ－ブタノールを含む、６～
１２個の炭素原子を有するアルコール；１－ピロリジンカルボキシアルデヒド；又は混和
できるそれらの混合物である。好ましい共溶媒は、ＤＭＡ、Ｎ－メチルピロリドン及びア
セトニトリルを含む。ピリジンは、本発明の好ましい共溶媒ではない。好ましい共溶媒は
、無水物である。特定の態様において、共溶媒は、反応混合物の２５質量％未満のレベル
で存在する。別の実施形態において、共溶媒は、反応混合物の１０質量％未満のレベルで
存在する。別の実施形態において、共溶媒は、反応混合物の５質量％未満のレベルで存在
する。特定の態様において、共溶媒は、反応混合物の１～２５質量％に相当する。特定の
態様において、共溶媒は、反応混合物の１～１０質量％に相当する。特定の態様において
、共溶媒は、反応混合物の１～５質量％に相当する。
【００５８】
　［００５８］特定の態様において、イオン液体のカチオンは、特に、少なくとも１つの
プラスに荷電した窒素原子を含有する、有機カチオンである。特定の態様において、イオ
ン液体は、アルキルイミダゾリウムイオン液体、より詳細には、アルキルイミダゾリウム
クロリドイオン液体である。さらなる特定の実施形態において、イオン液体は、１，３－
ジアルキル－イミダゾリウムクロリド又は１，２，３－トリアルキルイミダゾリウムクロ
リドである。特定の態様において、アルキル置換基は、１～６個の炭素原子及びより詳細
には１～３個の炭素原子を有する。さらに特定の実施形態において、イオン液体は、［Ｅ
ＭＩＭ］Ｃｌ（１－エチル－３－メチルイミダゾリウムクロリド）、［ＢＭＩＭ］Ｃｌ（
１－ブチル－３－メチル－イミダゾリウムクロリド）、又は１－エチル－２，３－ジメチ
ルイミダゾリウムクロリド、又はそれらの混合物である。特定の態様において、イオン液
体は、アルキルピリジニウムイオン液体、より詳細には、アルキルピリジニウムクロリド
イオン液体である。さらなる特定の実施形態において、イオン液体は、１－アルキルピリ
ジニウムイオン液体、又は１，４－ジアルキルピリジニウムクロリドである。さらに特定
の実施形態において、イオン液体は、１－エチルピリジニウムクロリド、１－ブチル－４
－メチルピリジニウムクロリド、又はそれらの混合物である。本発明、特に、塩化物イオ
ンがイオン液体の塩のアニオンであるものにおいて有用なさらなるイオン液体は、米国特
許出願公開第２００８／００３３１８７号において示されている。イオン液体のさらなる



(19) JP 2012-531892 A 2012.12.13

10

20

30

40

50

有機カチオンは、そのようなカチオンの記載に関して、それぞれが参照により本明細書に
組み込まれる、米国特許出願公開第２００９／００６２５２４号、国際公開第２００９０
３０９５０号パンフレット、国際公開第２００９０３０８４９号パンフレット、米国特許
出願公開第２００９００２０１１２号、国際公開第２００８１１２２９１号パンフレット
、米国特許出願公開第２００８０２２７１６２号及び国際公開第２００９０２４６０７号
パンフレットにおいて記載されている。
【００５９】
　［００５９］さらなる、本発明において有用なイオン液体の有機カチオンは、１，３－
ジメチルイミダゾリウム、１－ヘキシル－３－メチルイミダゾリウム及び一般に、６個以
下の炭素を有するアルキル鎖を有する１，３－ジアルキルイミダゾリウムカチオン；置換
されていてもよい１－Ｒ’－３－アルキルイミダゾリウム（式中、Ｒは、アリル基、又は
アリール基で置換されたアルキル基、特にフェニル基などの、１～６個の炭素原子を有す
るアルケニル基である）、例えば、１－ベンジル－３－アルキルイミダゾリウム又は置換
されていてもよい１－ベンジル－３－アルキルイミダゾリウムなど；アルキル基が、同じ
又は異なっていてもよく、１～６個又は１～３個の炭素原子を有する、１，３－ジアルキ
ルピロリジニウム、例えば、１－ブチル－３－メチルピロリジニウムなど；及び、１～６
個又は１～３個の炭素原子を有するアルキル基で置換されたものなどのＮ－置換ピリジニ
ウムカチオン、例えば、３－メチル－Ｎ－ブチルピリジニウムなどを含む。
【００６０】
　［００６０］以下のカチオンは、予期される低いセルロース可溶性のために、本発明の
方法において使用するのに好ましくない：１－オクチル－３－メチルイミダゾリウム（及
びより高級なアルキル鎖）；１－オクチル－３－メチルピロリジニウム（及びより高級な
アルキル鎖）Ｎ－オクチルピリジニウム（及び高級アルキル鎖）。
【００６１】
　［００６１］「バイオマス多糖基質」という用語は、本明細書において、バイオマス多
糖、リグノセルロース又はバイオマス多糖を含有するリグノセルロースバイオマスを指す
ために総称的に使用される。「バイオマス多糖」は、バイオマスから得られる任意の多糖
を指し、特に、中でも、セルロース、マンナン、キシラン、ガラクタン、及びアラビナン
を含む。所与のリグノセルロース又はリグノセルロースバイオマスは、複数のバイオマス
多糖を含有してもよい。所与のバイオマス多糖の加水分解は、単糖の混合物をもたらし得
る。
【００６２】
　［００６２］「リグノセルロース」又は「リグノセルロース材料又はバイオマス」とい
う用語は、本明細書において、リグニン及びセルロースを含有する任意の供給源由来の材
料を指すために使用される。リグノセルロース及びリグノセルロース材料はヘミセルロー
ス、キシラン、アラビナン、又はマンナンなどの別のバイオマス多糖を含有していてもよ
い。典型的には、そのような材料中のセルロース及び別のバイオマスポリマーは、リグニ
ンと強固に結合している。リグノセルロース又はリグノセルロース材料は、物理的方法（
磨砕、細断又はすり潰し）によって、又は、セルロース若しくは別のバイオマス多糖の加
水分解への利用可能性を増加させ得る、当技術分野において知られている化学的若しくは
生物学的（例えば、酵素的）方法によって、前処理されてもよい。しかしながら、そのよ
うな化学的又は生物学的前処理は、本発明を実施するために必要とされない。リグノセル
ロース材料は、中でも、木材残渣、紙くず、農業残渣及びエネルギー農作物（例えば、ス
イッチグラス又はススキ属などの木本的な草類）を含む。リグノセルロース及びリグノセ
ルロース材料は、水を含有してもよい。本発明のための好ましいバイオマス多糖基質は、
２０質量％未満の水を含有し、より好ましくは、１５質量％以下の水を含有する。そのよ
うな材料の水分含量は、当技術分野において知られている方法によって低くすることがで
きる。
【００６３】
　［００６３］「セルロース」という用語は、本明細書において、任意の供給源由来のセ
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ルロースを含むために広く使用され、α－セルロース、β－セルロース及びγ－セルロー
ス及びそれらの混合物を含む。セルロースは、数万から数百、例えば、１０，０００～１
２，０００から３００までの範囲に及び得るその重合度（ＤＰ、無水グルコース単位の平
均数）によって特徴付けることができる。本明細書で使用されるセルロースはまた、非誘
導体化セルロース又は、エチル－若しくはメチルセルロース、ヒドロキシアルキルセルロ
ース（例えば、ヒドロキシプロピルセルロース）、カルボキシメチルセルロース、若しく
はそれらの混合物などのセルロース誘導体を指す。特定の態様において、本発明の方法は
、水に不溶性であるセルロース又はセルロース誘導体に特に有用である。特定の態様にお
いて、本発明の方法は、天然の供給源から化学修飾を行わずに得られたセルロースに特に
有用である。本発明のために好ましいセルロースは、２０質量％未満の水を含有し、より
好ましくは、１５質量％以下の水を含有する。セルロースの水分含量は、当技術分野にお
いて知られている方法によって低くすることができる。
【００６４】
　［００６４］「加水分解生成物」という用語は、本明細書において、本発明の方法にお
いて生成される、少なくとも主に単糖を含有する生成物を指すために使用される。加水分
解生成物は、典型的には、１つ又は複数の単糖の水溶液として生成される。加水分解生成
物はまた、二糖（セロビオースなど）及び比較的低いレベルの糖オリゴマー（例えば、３
糖～６糖）好ましくは１０質量％未満）を含有してもよい。好ましくは、加水分解生成物
が微生物に対して毒性でなく、したがって、単糖供給原料として有用であるように、加水
分解生成物はごく小量の単糖脱水生成物、例えば、フルフラールなどのフラン又はＨＭＦ
を含有する。好ましくは、加水分解生成物が微生物に対して毒性でなく、したがって、単
糖供給原料として有用であるように、加水分解生成物はごく低いレベルの、レブリン酸な
どの潜在的に毒性の加水分解副生成物を含有する。特定の態様において、加水分解生成物
（水が除去された）は、７５質量％以上の１つ又は複数の単糖を含有する。特定の態様に
おいて、加水分解生成物（水が除去された）は、９０質量％以上の１つ又は複数の単糖を
含有する。特定の態様において、加水分解生成物（水が除去された）は、９５質量％以上
の１つ又は複数の単糖を含有する。特定の態様において、加水分解生成物は、１０質量％
未満のフルフラール、ＨＭＦ、又はレブリン酸を含有する。特定の態様において、加水分
解生成物は、５質量％未満のフルフラール、ＨＭＦ、又はレブリン酸を含有する。特定の
態様において、加水分解生成物は、２．５質量％未満のフルフラール、ＨＭＦ、又はレブ
リン酸を含有する。特定の態様において、加水分解生成物は、１０質量％未満のフルフラ
ール、ＨＭＦ、及びレブリン酸の総計を有する。特定の態様において、加水分解生成物は
、５質量％未満のフルフラール、ＨＭＦ、及びレブリン酸の総計を含有する。特定の態様
において、加水分解生成物は、２．５質量％未満のフルフラール、ＨＭＦ、及びレブリン
酸の総計を含有する。
【００６５】
　［００６５］本明細書における方法において、加水分解反応の「開始」後に水を加水分
解反応混合物に添加して、単糖収率を向上させ、望まない副生成物形成を減少させる。反
応は、典型的には、十分な量の酸触媒を、多糖又はリグノセルロース及びイオン液体と合
わせたときに開始し、混合物を、加水分解が起こるために十分な、典型的には周囲温度よ
り高い温度まで加熱する。典型的には、約７０Ｃ以上の温度が、加水分解が起こるために
必要とされる。典型的には、多糖又はリグノセルロース材料に対して約５質量％の酸触媒
が、加水分解が起こるために必要とされる。加水分解の開始は、様々な方法で誘発するこ
とができる。例えば、加水分解の開始は、反応温度に保たれたイオン液体中の多糖又はリ
グノセルロースの混合物への酸の添加によって誘発することができる。代替として、加水
分解の開始は、イオン液体中の多糖又はリグノセルロースの混合物及び酸の温度を反応温
度まで上昇させることによって誘発することができる。代替として、加水分解の開始は、
多糖又はリグノセルロースをイオン液体及び酸の混合物に反応温度で添加することによっ
て誘発することができる。代替として、誘発は、反応温度での酸の多糖又はリグノセルロ
ース材料との相互作用を必要とするため、開始は反応成分の十分な混合によって誘発され
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てもよい。代替として、そのような誘発の組み合わせを使用することができる。好ましい
一実施形態において、反応は、酸の添加又はイオン液体中の多糖又はリグノセルロースの
混合物の温度の上昇によって誘発される。反応中、いずれの添加において添加される水の
量も、加水分解を阻害する又はクエンチさせることを意図していない。しかしながら、加
水分解反応を停止する又はクエンチさせることが所望される場合、例えば、グルコースの
所望の収率が達成される場合、反応をクエンチさせ得る１つの方法は、大過剰の水の添加
によるものである。
【００６６】
　［００６６］特定の態様において、用いられるイオン液体のバッチの酸性度は、酸触媒
の添加を必要としないセルロース加水分解のために十分であり得る。イオン液体の酸性度
は、バッチによって、及び供給源（例えば、所与の市販のイオン液体の製造業者又はイオ
ン液体化合物を調製するために用いられる合成方法）に応じて、変化し得ると考えられる
。酸の量は、イオン液体を製造するため又は精製するために用いられる方法に応じて変化
し得る。したがって、酸が十分に混入したイオン液体は、酸触媒の添加を必要としないこ
ともあり、又は、本明細書において記載されているものより低いレベルの酸触媒の添加を
必要とすることもある。当業者は、本発明の方法においてそれらを使用する前にイオン液
体の酸性度の評価に適用することができる、酸性度を評価するためのよく知られている方
法が存在することを認識するであろう。適用することができる１つの方法は、標準的な酸
塩基滴定である。
【００６７】
　［００６７］酸触媒の量及び反応が開始される温度は、加水分解される基質、酸の種類
及び、上記のような、用いられるイオン液体の供給源を含む反応条件の別の詳細に応じて
決定することが当業者には理解されるだろう。添加する水の量は、多糖の沈殿を回避し、
特に、糖の脱水による、副生成物形成を最小限に抑えるように調節される。触媒の添加及
び温度上昇の順序は特に束縛されないが、典型的には、イオン液体中の混合物を反応温度
まで加熱し、次いで、酸を添加する。典型的には、反応成分を混合して反応を開始するこ
と、及び、特に反応混合物が粘性である場合、反応混合物が十分に混合されない又はかき
混ぜられなければ、反応が阻害される場合があることが理解されるであろう。典型的には
、イオン液体中の混合物を激しく混合し、酸添加の前に反応温度まで加熱し、激しい混合
を酸触媒の添加まで継続する。反応混合物の混合は、典型的には、追加の水を添加するた
め連続的に行う。
【００６８】
　［００６８］加水分解反応又は反応段階は、周囲温度より高い温度で行う。反応は、典
型的には、周囲圧力で及び約７０～１４０℃、好ましくは８５～１１５℃の範囲の温度で
、及びより詳細には１００～１１０℃で行う。反応は、熱による加熱、マイクロ波加熱、
赤外線加熱又は超音波加熱を含む任意の既知の方法によって加熱することができる。増加
させた圧力又は周囲以下の圧力下で反応を実行することが有益であることが分かる場合が
あり、周囲と異なる圧力が使用されるならば、当業者は、反応温度を、そのような選択さ
れた圧力に適合させることができることを認識する。反応は、空気（周囲の雰囲気）中で
行うことができる。窒素下又は不活性ガス下などのより不活性の雰囲気中で反応を実行す
ることが有益であることが分かる場合がある。しかしながら、酸素の排除は、本発明の方
法の必要条件ではない。
【００６９】
　［００６９］本方法に必要とはされないが、バイオマス多糖基質、例えば、リグノセル
ロース材料（バイオマス）は、本明細書に記載されているイオン液体中での加水分解の前
に、様々な前処理ステップに供することができる。所望の粒径への細断及び／又は磨砕を
含む機械的な前処理は、当技術分野において知られているように適用することができる。
さらなる前処理プロセスは、中でも、蒸気、熱水、希酸、ＡＦＥＸ、ＡＲＰへの曝露及び
石灰への曝露を含む。そのような前処理の目的は、リグニンからセルロース及びヘミセル
ロースを放出させることである。Ｍｏｓｉｅｒら［５６］は、そのような前処理ステップ
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に関し、この記載に関してその全体が参照により本明細書に組み込まれる最近の総説を示
している。
【００７０】
　［００７０］本発明の化学的加水分解方法は、統合されたバイオマス変換プロセスに順
応性を与える。イオン液体溶媒はバイオマス多糖を化学的反応に容易に利用できるように
するため、このプロセスは広範囲のバイオマス供給原料と適合性である可能性が高い。下
流に向かって、イオン液体加水分解によって生産される糖は、ほとんど無限の範囲の燃料
及び化学物質の生産に順応性のある供給原料である。加水分解物の糖を容易に使用する大
腸菌は、遺伝子工学により作製されており、燃料エタノールだけでなく１－ブタノール、
２－ブタノール、分岐アルコール、脂肪酸、イソプレノイド、さらには水素もまた産生す
る［４７～４９］。さらに、糖の水性流はまた、触媒プロセスによって燃料又は化学中間
体に変換することもできる［５０～５１］。生成物阻害を阻止するために、発酵と連結す
ること（同時に起こる糖化と発酵）を必要とすることが多い酵素的加水分解反応とは対照
的に、この化学的プロセスは、任意の下流の変換と組にすることができる。最後に、イオ
ン液体バイオマス加水分解から回収されるリグニンは、価値のある共生成物であり得る。
Ｊｏｎｅｓ及び共同研究者らは、イオン液体中のバイオマス加水分解によるリグニン残渣
が比較的修飾されていないことに注目し、それが、高価値のリグニン生成物のための優れ
た供給原料である可能性があることを示唆した［３１、５２］。結果として、単純な化学
試薬を使用してバイオマス難分解性を克服し、有益な糖を遊離させる本発明者らのプロセ
スは、用途が広いバイオリファイナリーを補強する潜在能力を有する。
【００７１】
　［００７１］前述を考慮して、本発明は、様々な燃料及び化学物質を生産するための方
法であって、バイオマス多糖基質を加水分解して、単糖、特にグルコースを含有する供給
原料を生産し、続いて燃料又は化学物質を生産するステップを含む方法を提供する。加水
分解は、本明細書において記載されている通り、さらには、バイオマス多糖基質をイオン
液体と、本明細書において記載されている通り、接触させて、この多糖をイオン液体中で
少なくとも一部可溶化するステップであって、イオン液体のアニオンが、塩化物イオン、
トリフルオロ酢酸イオン、トリクロロ酢酸イオン、トリブロモ酢酸イオン又はチオシアン
酸イオンである、ステップと、混合物を反応温度まで加熱し、前記多糖の加水分解を開始
するために十分な量で酸触媒を添加するステップと、全水分含量が少なくとも２０質量％
となるように、加水分解反応の開始後に反応混合物に水を添加するステップとを含む。加
水分解は、本明細書に記載されている通り水を添加して、多糖の沈殿及び加水分解の阻害
を回避し、糖（例えば、単糖）生成物の脱水を最小限に抑えるステップを含む。特定の態
様において、本発明は、加水分解物の糖を使用して、エタノール、１－ブタノール、２－
ブタノール、分岐アルコール、脂肪酸、脂肪酸エステル、イソプレノイド、及びさらには
水素を生産するための方法を提供する［４７～４９］。
【００７２】
　［００７２］本発明は、本明細書において記載されている加水分解プロセスによって、
バイオマス由来の改良された発酵供給原料を提供する。一般に生産される供給原料は、低
レベルの望まないＨＭＦなどの糖脱水生成物を含有し、これは、発酵、特に、細菌の発酵
のために使用されるそのような供給原料において一般に望ましくない。本発明の改良され
た供給原料は、２０質量％以下のそのような脱水生成物、特に、ＨＭＦを含有する。本発
明における改良された供給原料は、１５質量％以下、１０質量％以下、５質量％以下、２
質量％以下又は１質量％以下のそのようなＨＭＦなどの脱水生成物を含有する。
【００７３】
　［００７３］本発明は、本発明の加水分解プロセスによって発酵又は生物変換のための
供給原料が製造される、改良された発酵及び生物変換プロセスを提供する。さらに、本発
明の加水分解により生産される糖の水性流はまた、触媒プロセスによって燃料又は化学中
間体に変換することができる［５０、５１］。したがって、本発明は、本発明の加水分解
反応によって生産される供給原料を使用して燃料又は化学物質を製造するための改良され



(23) JP 2012-531892 A 2012.12.13

10

20

30

40

50

た触媒プロセスを提供する。生成物阻害を阻止するために、発酵と連結すること（同時に
起こる糖化と発酵）を必要とすることが多い酵素的加水分解反応とは対照的に、本発明の
化学的加水分解プロセスは、任意の下流の変換と組にすることができる。そのうえ、本発
明のイオン液体バイオマス加水分解から回収されるリグニンは、価値のある共生成物であ
り得る。Ｊｏｎｅｓ及び共同研究者らによって記載されたように、イオン液体中のバイオ
マス加水分解によるリグニン残渣は比較的修飾されておらず、それが、高価値のリグニン
生成物のための優れた供給原料である可能性があることを示している［３１、５２］。結
果として、本発明はまた、そのようなプロセスのためのリグニン供給原料を生成するため
の本発明の加水分解プロセスを用いる、リグニンをそのようなリグニン生成物に変換する
方法を提供する。
【００７４】
　［００７４］化学種の群が本明細書において開示されている場合、その群のメンバーの
任意の構造異性体、鏡像異性体、及びジアステレオ異性体を含む、その群及びすべての下
位群のすべての個々のメンバーが別々に開示されることが理解される。マーカッシュグル
ープ又は別のグループ分けが本明細書において使用される場合、その群のすべての個々の
メンバー並びにその群の可能なすべての組み合わせ及び下位の組み合わせが、その開示に
個々に含まれることが意図される。
【００７５】
　［００７５］当業者は、同じ化合物を異なる名称で呼ぶことができることが知られてい
るため、化合物の特定の名称は、例示的であることが意図される。
【００７６】
　［００７６］本明細書において記載又は例示されている成分のすべての処方又は組み合
わせは、別途明記されていない限り、本発明を実施するために使用することができる。
【００７７】
　［００７７］例えば、温度範囲、圧力範囲、時間範囲、所与の変数に関する値の範囲、
又は組成若しくは濃度の範囲など、範囲が明細書において与えられるときは常に、与えら
れた範囲に含まれるすべての中間の範囲及び部分範囲、並びにすべての個々の値がその開
示に含まれることが意図される。別途記載のない限り、本明細書において記載されている
すべての範囲は、列挙されている範囲の上限値及び下限値を含める。本明細書中の記載に
含まれる、範囲又は部分範囲における任意の部分範囲又は個々の値を、本明細書中の特許
請求の範囲から除外することができることが理解されるであろう。
【００７８】
　［００７８］本明細書において言及されているすべての特許及び出版物は、本発明が属
する技術分野の当業者の技術水準を示す。本明細書において引用されている参考文献は、
それらの全体が参照により本明細書に組み込まれて、それらの公開又は出願日現在の技術
水準を示し、従来技術に含まれる特定の実施形態を除外するために、必要であれば、この
情報を本明細書において用いることができることが意図される。例えば、組成物が特許請
求される場合、出願人の発明より前に当技術分野において知られている及び利用可能であ
る化合物は、本明細書において引用されている参考文献において権限を付与する開示が提
供されている化合物を含めて、本明細書中の組成物クレームに含まれると意図されていな
いことが理解されるべきである。
【００７９】
　［００７９］本明細書において使用される場合、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」は
、「含む（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」、「含有する（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ）」、又は「こ
とを特徴とする（ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ　ｂｙ）」と同義であり、包括的、又はオ
ープンエンドであり、追加の、要求されていない要素又は方法ステップを除外しない。本
明細書において使用される場合、「からなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ）」は、請求
項の構成要素において明記されていない任意の要素、ステップ、又は成分を除外する。本
明細書において使用される場合、「から本質的になる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅ
ｎｔｉａｌｌｙ　ｏｆ）」は、請求項の基本的な新規の特徴に実質的に影響を及ぼさない
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材料又はステップを除外しない。広い用語である含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）は、より
狭い本質的にそれからなる及びさらに狭いからなるを包含することを意図する。したがっ
て、「１つ又は複数の請求項の構成要素を含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」（例えば、「
Ａ及びＢを含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ））という句の本明細書における任意の記述にお
いて、この句は、より狭い、例えば、「Ａ及びＢから本質的になる」及び「Ａ及びＢから
なる」を包含することが意図される。したがって、より広い語である「含む（ｃｏｍｐｒ
ｉｓｉｎｇ）」は、本明細書におけるそれぞれの使用において、「から本質的になる」又
は「からなる」のいずれかについて明確に支持することが意図される。本明細書において
例示的に記載されている本発明は、本明細書において明確に開示されていない任意の１つ
の要素又は複数の要素、１つの限定又は複数の限定の非存在下において、適当に実施する
ことができる。
【００８０】
　［００８０］明確に例示されているもの以外の、出発材料、試薬、合成方法、精製方法
、分析方法、アッセイ方法、基質、及び固体を、過度の実験にたよらずに本発明の実施に
おいて用いることができることを、当業者は理解するであろう。任意のそのような材料及
び方法のすべての当技術分野において既知の機能的等価物が、本発明に含まれることが意
図される。用いられた用語及び表現は、限定のためではなく説明のための用語として使用
され、そのような用語及び表現の使用において、示された及び記載された特徴又はその部
分の任意の等価物を除外する意図はないが、様々な変更形態が、特許請求されている本発
明の範囲内で可能であることが認識される。したがって、本発明を、例、好ましい実施形
態及び任意選択の特徴によって詳細に開示してきたが、本明細書において開示されている
概念の変更形態及び変形形態が当業者により行われてもよいこと、及びそのような変更形
態及び変形形態は、添付の特許請求の範囲によって定義される本発明の範囲内にあるとみ
なされることが理解されるべきである。
【００８１】
　［００８１］本明細書において引用されているすべての参考文献は、本明細書によりそ
れらの全体が参照により本明細書に組み込まれる。引用されている参考文献中の開示と本
明細書の開示が矛盾する場合には、本明細書が優先する。本明細書において示されている
一部の参考文献は、出発材料の供給源、合成の方法、精製の方法、分析の方法、並びに本
発明のさらなる使用に関する詳細を提供するために参照により組み込まれる。
【００８２】
［実施例］
　［００８２］より効率的な加水分解プロセスを求めて、イオン液体における酸性条件下
でのセルロース及び糖の根本的な反応性が研究された。本発明者らは、セルロースを、Ｌ
ｉ及びＺｈａｏ［２８］と同様の条件下で、［ＥＭＩＭ］Ｃｌ中でＨ２ＳＯ４及びＨＣｌ
と反応させることから始めた。興味深いことに、５－ヒドロキシメチルフルフラール（Ｈ
ＭＦ）の生産、並びに中程度の収率のグルコースが観察された（表１）。セルロースを、
１０５℃で１２時間のその溶解後、［ＥＭＩＭ］Ｃｌ中で１０５℃で反応させた。表１に
おいて、ＨＣｌ充填は、セルロース質量に対してである；収率は、ＨＰＬＣ分析に基づい
たモル収率であり、セルロース中に含有されているグルコースモノマーに対してである；
ｎｏｄは、測定せずを意味する。行１（ａのラベル）において使用された酸はＨ２ＳＯ４

であった。
【００８３】
　［００８３］糖脱水生成物であるＨＭＦのアルデヒド官能性は、ＤＮＳアッセイを妨害
するが、このアッセイはＺｈａｏ及び共同研究者ら［３５］によって使用され、それらの
ＴＲＳ収率を、実際の糖収率よりはるかに高くしたようである。グルコースを消費したＨ
ＭＦの生産は、セルロースが直接ＨＭＦに変えられていたこと、又は加水分解によるグル
コースが脱水されてＨＭＦを形成していたことのいずれかを示唆した。
【００８４】
　［００８４］
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【表１】

【００８５】
　［００８５］これらの代替物を調査するために、グルコースを、様々な水分含量の［Ｅ
ＭＩＭ］Ｃｌ中で反応させた（図３、表２）。提示されている結果において、Ｈ２ＳＯ４

が添加されなかった「ａ」のラベルの第１のセットの記入事項を除いて、グルコースを、
１００℃の［ＥＭＩＭ］Ｃｌ中で１０ｗｔ％の初期濃度、及びグルコースに対して４ｗｔ
％のＨ２ＳＯ４充填で反応させた。表２に列挙されている水分含量は、反応混合物の全質
量に対してである；グルコース回収率は、ＨＰＬＣ分析に基づいており、初期グルコース
濃度に対して正規化されている；ＨＭＦモル収率は、ＨＰＬＣ分析に基づいている。
【００８６】
　［００８６］
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【表２】

【００８７】
　［００８７］酸及び水の両方の非存在下において、グルコースは変化しないで回収され
た。一方、Ｈ２ＳＯ４は、水がほとんど又は全く添加されないイオン液体において、グル
コースのＨＭＦ及び別の生成物への急速な崩壊を引き起こした。水分含量を３３ｗｔ％ま
で増加させることにより、グルコース消失の速度は減少したため、およそ９０％のグルコ
ースが１時間後に残存した。これらの結果は、セルロース加水分解により生産されたグル
コースが、［ＥＭＩＭ］Ｃｌにおいて非水性条件下で急速に分解するが、より高濃度の水
はグルコース減少を阻止することを示唆した。
【００８８】
　［００８８］これらの結果に基づいて、［ＥＭＩＭ］Ｃｌ加水分解混合物中の水濃度を
増加させることにより、セルロースからのグルコース収率を増強するべきである。しかし
ながら、水は、セルロースをイオン液体から沈殿させる［２７］。例えば、［ＥＭＩＭ］
Ｃｌ中の５ｗｔ％セルロース溶液は、溶液を希釈して１０ｗｔ％水を達成した場合、扱い
にくいゲルを形成して、水－イオン液体溶液中へのセルロースの均質な加水分解を不可能
にした。本開示は、加水分解中に水を徐々に添加することによって、セルロース可溶性と
グルコース安定性のバランスをとることが可能であることを実証する。セルロース可溶性
は、反応が進行するにつれて増加し、セルロースの不利益な沈殿がなく加水分解反応が進
行した後、より高い水分含量を添加することができると考えられる。以下の実験では、Ｈ
Ｃｌを加水分解酸触媒として使用して、酸のアニオン（Ｃｌ－）をイオン液体のアニオン
と合わせた。５ｗｔ％セルロースを含有する［ＥＭＩＭ］Ｃｌを、１０５℃でＨＣｌ及び
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少量の水でまず処理して、セルロースの加水分解が始まるようにした。この初期の反応期
間中、セルロースの一部は、より短い、より可溶性のセグメントに加水分解されると考え
られる（表１）。選択された時間の遅延後、追加の水を反応混合物に添加して、グルコー
ス生成物を安定化させた。添加される水の量及び添加のタイミングを変化させて、グルコ
ース収率に対する影響を評価した。
【００８９】
　［００８９］表３は、水添加の変動の関数としてさらなる収率の結果を示す。
【表３－１】
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【表３－２】
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【表３－３】

 
【００９０】
　［００９０］表３中の太字のデータは、比較を容易にするための本明細書中の別の表の
写しであることに留意されたい。
【００９１】
　［００９１］水添加のタイミングは、グルコース収率に顕著に影響を及ぼすことが見出
された。例えば、反応混合物を５分後に水３３％まで希釈した場合、セルロースは沈殿し
、低いグルコース収率をもたらした。希釈を１０分後まで遅らせることにより、セルロー
ス沈殿が阻止され、６０分以内に水分含量を４３％まで徐々に増加させることにより、加
水分解を２～４時間実施した場合にほぼ９０％のグルコース収率をもたらした。調節され
た水添加によって得られた高いグルコース収率は、イオン液体において報告された以前の
最大収率のほぼ２倍高く、酵素的加水分解によって達成されたグルコース収率に近づく。
【００９２】
　［００９２］そのうえ、セルロースを加水分解の前にイオン液体と混合する時間の長さ
を変化させることにより、収率及び副生成物形成に影響を及ぼすことが見出された。表４
は、この影響を示す。表４において、セルロースを、［ＥＭＩＭ］Ｃｌ中で１０５℃で、
５ｗｔ％の初期濃度で反応させた；ＨＣｌ充填は、セルロース質量に対してである；収率
は、ＨＰＬＣ分析に基づいたモル収率であり、セルロース中に含有されているグルコース
モノマーに対してである。
【００９３】
　［００９３］混合時間を増加させることは、一般に、セルロースの溶媒和の向上をもた
らすと考えられる。しかしながら、混合時間を増加させることはまた、反応混合物の退色
によって示される副生成物形成の増加をもたらした可能性が高い［３６、３７］。したが
って、使用された反応条件では、約６時間の予備混合時間が最大収率をもたらすことが見
出された。反応条件、例えば、反応温度、セルロース濃度又は酸濃度の変更は、最大収率
を得るために必要とされる予備混合時間におそらく影響を及ぼすであろう。この最適化さ
れた予備混合手順を用いて、より濃縮されたセルロース溶液（１０ｗｔ％）を、高い収率
で加水分解することができるであろう。
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【表４】

【００９４】
　［００９４］調節された水添加の前に、これらの反応混合物において小さなセルロース
繊維が観察された。この観察結果は、水添加の前の不完全なセルロース分解を示唆し、こ
のことは低いグルコース収率を一部説明し得る。セルロースは、加水分解反応の最初の約
３０～６０分以内にグルコースと可溶性オリゴマーとの混合物に主として変換され、これ
らのオリゴマーがその後グルコースに加水分解されると考えられる。加水分解中のグルコ
ース及びセロビオース（グルコースダイマー）濃度をモニタリングすることにより、セロ
ビオース濃度は、１時間で最高点に達し、グルコース濃度が増加するにつれて減少したこ
とが明らかとなった（図４）。
【００９５】
　［００９５］代替のイオン液体が、［ＥＭＩＭ］Ｃｌを用いて最適化された反応条件を
使用して加水分解のための溶媒として研究された（表５）。表５において、セルロースを
、１０５℃で６時間混合した後に、イオン液体中で３時間、１０５℃で反応させた；ＨＣ
ｌ充填は、セルロース質量に対して２０ｗｔ％であった；反応の水分含量は、最初は５ｗ
ｔ％であり、以下の通り増加させた：２０％（１０分）、２５％（２０分）、３３％（３
０分）、４３％（６０分）。収率は、ＨＰＬＣ分析に基づいたモル収率であり、セルロー
ス中に含有されているグルコースモノマーに対してである。セルロースを溶解しなかった
イオン液体は、低いグルコース収率をもたらした。［ＥＭＩＭ］ＮＯ３及び［ＥＭＩＭ］
ＢＦ４はセルロースを膨潤させることができず、グルコース生産はこれらの溶媒では検出
されなかった。［ＥＭＩＭ］の対応する臭化物及びトリフラート塩は、セルロースを膨潤
させたが、わずか４～５％のグルコース収率しかもたらさなかった。一方、イオン液体１
，３－ジメチルイミダゾリウムジメチルリン酸塩及び［ＥＭＩＭ］ＯＡｃは、セルロース
にとって優れた溶媒である［３７］。しかしながら、２０％までの時間調節した水の添加
において、ジメチルリン酸塩イオン液体中のセルロースは、粘性のゲルを形成し、反応混
合物の解析はグルコースを示さなかった。セルロースは、反応条件下で［ＥＭＩＭ］ＯＡ
ｃ中に溶解したままであったが、グルコースはこの溶媒中では生産されなかった。酸加水
分解触媒（ＨＣｌ）はジメチルリン酸塩又は酢酸塩によって緩衝化されて、それぞれｐＫ
ａ値が１．２９及び４．７６の共役酸を形成するために、加水分解がこれらの２つのイオ
ン液体において阻止されたと考えられる［３８、３９］。緩衝化された酸は、弱すぎるた
め、使用された反応条件下でセルロース加水分解を達成することができないと考えられる
［３３］。他のイオン液体とは対照的に、［ＢＭＩＭ］Ｃｌ、１－ブチル－４－メチルピ
リジニウムクロリド、及び１－エチルピリジニウムクロリドなどの塩化物含有イオン液体
はともに、セルロースを溶解し、６６～７３％の範囲の最適ではないグルコース収率で加
水分解を支援した。これらの結果は、セルロース加水分解のためのイオン液体媒体は、セ
ルロース可溶性及び加水分解活性の両方のバランスをとらなければならないことを示す。
塩化物塩であるイオン液体は、その弱い塩基性度とともに、セルロースとの強い相互作用
によってこの目的を達成すると考えられる。
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　［００９６］
【表５】

【００９７】
　［００９７］複雑で不均一なリグノセルロースバイオマスは、セルロースよりもより重
大な加水分解に関する課題を提示する。扱いにくい結晶性セルロースに加えて、コーンス
トーバーなどのリグノセルロースバイオマスは、多くのバイオマス加水分解プロセスにと
って主要な障害物である不均一の成分である、保護的ヘミセルロース及びリグニンを含む
［３、９］。それにもかかわらず、塩化物イオン液体は、リグノセルロースバイオマスの
ための優れた溶媒である。
【００９８】
　［００９８］本明細書において記載されているセルロースに適用された調節された水添
加方法及び反応条件の、キシラン、ヘミセルロースの加水分解への適用により、キシロー
スを７７％の収率で生産した。次いで、セルロース加水分解のためのプロセスを、２段階
でのコーンストーバーの加水分解に拡大した（表６）。第１の段階において、［ＥＭＩＭ
］Ｃｌと混合された未処理のコーンストーバーを、１０ｗｔ％ＨＣｌ、１０５℃で、純粋
なセルロースで使用された同じ調節された水希釈プロセスを用いて加水分解した。第１段
階プロセスは、ストーバーのキシラン及びセルロース含有量に基づいて７１％収率のキシ
ロース及び４２％収率のグルコースを生産した。第１段階の反応混合物の７０％水への希
釈は、加水分解されていない多糖及びリグニンの沈殿を引き起こした。次いでこれらの残
渣を、［ＥＭＩＭ］Ｃｌ中に溶解させ、同一な第２段階加水分解に供し、これは、さらな
るキシロース及びグルコースを放出し、リグニンを含有する固体が後に残った。総合する
と、これらの２つのステップは、単純な化学試薬のみを使用して、７９％のキシロース収
率及び７０％のグルコース収率をもたらした。本明細書に記載されている２段階プロセス
は、木材及び草類などの別のバイオマス供給源の加水分解を行いやすい。さらなる収率向
上を達成するために、所望であれば、さらなる反応段階を用いることができる。表３（上
記）は、コーンストーバー加水分解のさらなる変形形態に関する収率の結果を示す。
【００９９】
　［００９９］
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【表６】

【０１００】
　［００１００］実用的なバイオマス加水分解プロセスは、糖及び試薬回収のための効率
のよい手段を必要とする。本発明者らは、イオン排除クロマトグラフィーが、コーンスト
ーバー加水分解反応混合物からの糖及びイオン液体の分離を可能にすることを見出した。
この技術では、電解質及び非電解質の溶質を含有する混合物を、荷電した樹脂中にそれを
通過させることによって分離する［４０］。イオン液体などの荷電した種は、樹脂から排
除され、一方、糖などの非電解質は保持される。コーンストーバー加水分解物を、［ＥＭ
ＩＭ］交換されたダウエックス（登録商標）５０樹脂のカラムに通過させることにより、
９５％を超えるイオン液体回収率、８８％のキシロース回収率、及び９４％のグルコース
回収率で、糖からのイオン液体溶媒の実験室スケールの分離が可能となった。これらの収
率は最適化されておらず、小規模のデモンストレーション分離によって制限されている可
能性があり、大規模化によって向上する可能性がある。注目すべきは、非常に高効率のイ
オン液体再循環が可能であり、イオン液体は、バイオマス残渣中に化学的に組み込まれな
い。
【０１０１】
　［００１０１］高価なイオン液体を再循環させる能力は、加水分解プロセスの経済的な
実現性にとって重要である。生物変換を支援するために、バイオマス加水分解糖は、微生
物増殖及び発酵を阻害する夾雑物を含まないものでなければならない。本発明者らは、記
載されているプロセスによってコーンストーバーから得られる糖は、細菌及び酵母、特に
、エタノール生成又はより一般的には溶媒生成細菌及び酵母のための優れた供給原料であ
ることを見出した。
【０１０２】
　［００１０２］野生型大腸菌は、様々な糖をエタノールと有機酸の混合物に発酵するが
、遺伝子工学的に作製されたＫＯ１１株は、選択的にエタノールを生産する［４１］。唯
一の炭素供給源としての役割を果たし、コーンストーバー由来のグルコース－キシロース
－アラビノース混合物は、対照グルコース－キシロース混合物に匹敵する速度での大腸菌
ＫＯ１１の好気的増殖を可能にした（図５、グラフＡ）。さらに、酸素欠乏条件下で大腸
菌ＫＯ１１は、ストーバー加水分解糖から７９±４％収率のエタノールを、及び純粋なキ
シロース及びグルコースから７６±３％収率を生産し、本発明者らの加水分解プロセスに
よる糖は、エタノールに容易に変換することができることを実証した。
【０１０３】
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　［００１０３］遺伝子工学的に作製された細菌は、バイオ燃料生産のために有望である
が、現在では酵母発酵が優勢である［４２、４３］。キシロースを発酵する生来の能力を
有するピキア・スティピティスは、リグノセルロース由来の糖の生物変換のための酵母の
候補である［４４～４６］。コーンストーバー加水分解糖は、この酵母の増殖のための優
れた炭素供給源であり（図５、グラフＢ）、Ｐ．スティピティス（Ｐ．ｓｔｉｐｉｔｉｓ
）は、加水分解物をエタノールに効率的に変換する。キシロース及びグルコースを発酵し
て、この酵母は、７０±２％収率のエタノールを加水分解物から及び７２±１％収率を純
粋な糖から生産した。
【０１０４】
　［００１０４］市販の化学物質は、試薬等級以上であり、さらに精製せずに使用された
。反応は、温度を制御した油浴中で加熱したガラス容器中で、磁気撹拌しながら実施した
。「減圧下で濃縮された」という用語は、Ｓｐｅｅｄ　Ｖａｃ濃縮器システムを使用した
水及び別の揮発性物質の除去を指す。導電率は、Ｅｘｔｅｃｈ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ
　ＥｘＳｔｉｋ　ＩＩ導電率計を用いて測定した。ＮＭＲスペクトルは、マディソン国立
磁気共鳴施設（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｒｅｓｏｎａｎｃｅ　Ｆａｃｉｌ
ｉｔｙ　ａｔ　Ｍａｄｉｓｏｎ（ＮＭＲＦＡＭ）で、Ｂｒｕｋｅｒ　ＤＭＸ－４００　Ａ
ｖａｎｃｅ分光計（１Ｈ、４００ＭＨｚ；１３Ｃ、１００．６ＭＨｚ）によって取得した
。
【０１０５】
　［００１０５］１－エチル－３－メチルイミダゾリウムクロリド（９９．５％、［ＥＭ
ＩＭ］Ｃｌ）は、Ｓｏｌｖｅｎｔ－Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ（ケルン、ドイツ）製であった
。１－エチル－３－メチルイミダゾリウムテトラフルオロボレート（９７％、［ＥＭＩＭ
］ＢＦ４）、５－ヒドロキシメチルフルフラール、樺材キシラン（Ｘ０５０２、９８％キ
シロース残渣、約９５％乾燥固体）及びダウエックス（登録商標）５０ＷＸ４（２００～
４００メッシュ、Ｈ＋型）は、Ａｌｄｒｉｃｈ（ミルウォーキー、ＷＩ）製であった。１
－エチル－３－メチルイミダゾリウムトリフラート（９８．５％、［ＥＭＩＭ］ＯＴｆ）
、１－ブチル－３－メチルピリジニウムクロリド（９７％、［ＢＭＰｙ］Ｃｌ）、及び１
－エチル－３－メチルイミダゾリウムブロミド（９７％、［ＥＭＩＭ］Ｂｒ）は、Ｆｌｕ
ｋａ（ヘール、ベルギー）製であった。１－エチルピリジニウムクロリド（９８％、［Ｅ
ｔＰｙ］Ｃｌ）、１－エチル－２，３－ジメチルイミダゾリウムクロリド（９８％、［Ｍ
ＭＥＩＭ］Ｃｌ）、及びフルフラールは、Ａｃｒｏｓ（ブックス、スイス）製であった。
セルロース（中型コットンリンター、Ｃ６２８８、約９５％乾燥固体）は、Ｓｉｇｍａ（
セントルイス、ＭＯ）製であった。粉砕され篩にかけたコーンストーバー（約９５％乾燥
固体）は、Ｂ．Ｅ．Ｄａｌｅ及び共同研究者ら（ミシガン州大学）［Ｃｈｕｎｄａｗａｔ
，Ｓ．Ｐ．Ｓ．、Ｖｅｎｋａｔｅｓｈ，Ｂ．、及びＤａｌｅ，Ｂ．Ｅ．、ＡＦＥＸ前処理
及び酵素消化性に対する、粉砕されたコーンストーバーの粒径に基づく分離の影響（Ｅｆ
ｆｅｃｔ　ｏｆ　ｐａｒｔｉｃｌｅ　ｓｉｚｅ　ｂａｓｅｄ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　ｍｉｌｌｅｄ　ｃｏｒｎ　ｓｔｏｖｅｒ　ｏｎ　ＡＦＥＸ　ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎ
ｔ　ａｎｄ　ｅｎｚｙｍａｔｉｃ　ｄｉｇｅｓｔｉｂｉｌｉｔｙ）。Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
ｌ．Ｂｉｏｅｎｇ．９６（２）、２１９～２３１（２００６）を参照されたい］から入手
し、使用の前に４０メッシュの篩を通過させた。
【０１０６】
　［００１０６］分析方法。すべての反応生成物を、ＨＰＬＣによって分析し、市販され
ている標準から作成した検量線を用いて定量した。典型的な反応に続いて、生成物混合物
を既知の質量の脱イオン水で希釈し、遠心分離又は濾過に供して不溶性の生成物を除去し
、分析した。生成物の濃度をＨＰＬＣピーク積分から計算し、モル収率を計算するために
使用した。ＨＰＬＣは、屈折率及びフォトダイオードアレイ検出器、並びにＢｉｏ－Ｒａ
ｄ　Ａｍｉｎｅｘ　ＨＰＸ－８７Ｈカラム（３００×７．８ｍＭ；５ｍＭ　Ｈ２ＳＯ４、
０．６ｍｌ／分、６５℃）を備えたＡｇｉｌｅｎｔ１２００システムを用いて実施した。
【０１０７】
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　［００１０７］セルロースの加水分解のための例示的手順。セルロース（１８．７ｍｇ
、１０４μｍｏｌグルコース単位）及び［ＥＭＩＭ］Ｃｌ（３８０ｍｇ）を、１０５℃で
６時間混合して粘性の溶液を形成した。この溶液に、ＨＣｌ水溶液（１．６６Ｍ、２３．
２μｌ；３．８ｍｇ濃ＨＣｌに等しい）を添加し、反応混合物を１０５℃で激しく撹拌し
た。この時間の間、溶液の粘性は劇的に減少した。１０分後、撹拌しながら脱イオン水（
８０μｌ）を、その後、２０分（４０μｌ）、３０分（６０μｌ）、及び６０分（１００
μｌ）でさらなるアリコートの水を添加した。３時間の全反応時間の後、溶液を水（７０
１μｌ）で希釈した。不溶性物質を遠心分離によって除去し、溶液を、ＨＰＬＣによって
分析した（１２．４ｍｇ／ｇグルコース、８８％収率；０．３４ｍｇ／ｇＨＭＦ、３％収
率）。別の場合には、反応混合物のアリコートを、ＨＰＬＣ分析のために定期的に取り出
した。
【０１０８】
　［００１０８］１０５℃より高い融点を有するイオン液体（例えば、１－ブチル－４－
メチルピリジニウムクロリド、１－エチルピリジニウムクロリド、及び１－エチル－２，
３－ジメチルイミダゾリウムクロリド）を利用する反応は、わずかに異なる取扱いを必要
とした。これらの場合では、イオン液体及びセルロースを、セルロースの溶解が達成され
るまで、熱線銃を使用して一緒に加熱した。次いで、混合物を、加水分解反応の前に１０
５℃で６時間加熱した。１－エチルピリジニウムクロリド溶液はこの温度で液体のままで
あったが、もう一方のセルロース溶液は凝固した。ＨＣｌの添加の前に、これらの固体は
熱線銃で融解させ、ＨＣｌ水溶液の添加後は液体のままであった。
【０１０９】
　［００１０９］［ＥＭＩＭ］Ｃｌにおけるグルコースの典型的な反応。グルコース（４
７．２ｍｇ、２６２μｍｏｌ）を、［ＥＭＩＭ］Ｃｌ（４６０ｍｇ）及び脱イオン水（５
０μｌ）中に溶解させた。濃Ｈ２ＳＯ４（５．５μｌ）を添加し、得られた溶液を１００
℃で撹拌した。反応混合物のアリコートを、ＨＰＬＣ分析のために定期的に取り出した。
【０１１０】
　［００１１０］例示的なキシランの加水分解。キシラン（９．４ｍｇ、６６μｍｏｌキ
シロース単位）及び［ＥＭＩＭ］Ｃｌ（１８８ｍｇ）を、１０５℃で数時間混合して粘性
の溶液を形成させた。この溶液に、ＨＣｌ水溶液（１．６６Ｍ、１１μｌ）を添加し、反
応混合物を１０５℃で激しく撹拌した。１０分後、撹拌しながら脱イオン水（４０μｌ）
を、その後、２０分（２０μｌ）、３０分（３０μｌ）、６０分（５０μｌ）、及び９０
分（５０μｌ）でさらなるアリコートを添加した。３時間の全反応時間の後、溶液を水（
１００μｌ）で希釈した。不溶性物質を遠心分離によって除去し、溶液を、ＨＰＬＣによ
って分析した（１５．３ｍｇ／ｇキシロース、７７％収率）。
【０１１１】
　［００１１１］コーンストーバーの加水分解のための典型的な手順。コーンストーバー
（２６．７ｍｇ、５４μｍｏｌグルコース単位、４４μｍｏｌキシロース単位）及び［Ｅ
ＭＩＭ］Ｃｌ（５０２ｍｇ）を、１０５℃で６時間混合した。この混合物に、ＨＣｌ水溶
液（１．６６Ｍ、２９μｌ、５ｍｇ濃ＨＣｌに等しい）を添加し、反応混合物を１０５℃
で激しく撹拌した。１０分後、撹拌しながら脱イオン水（１００μｌ）を、その後、２０
分（５０μｌ）、３０分（７５μｌ）、及び６０分（１２５μｌ）でさらなるアリコート
を添加した。２．５時間の全反応時間の後、溶液を水（７５０μｌ）で希釈した。不溶性
物質を遠心分離によって除去し、水（２００μｌ）で２回すすぎ、乾燥した。液体生成物
（２．０４６ｇ）を、ＨＰＬＣによって分析した（２．０ｍｇ／ｇグルコース、４２％収
率；２．３ｍｇ／ｇキシロース、７１％収率）。
【０１１２】
　［００１１２］次いで、第１の加水分解由来の褐色の固体を、［ＥＭＩＭ］Ｃｌ（３０
６ｍｇ）とともに１０５℃で４．５時間加熱した。この混合物に、ＨＣｌ水溶液（１．６
６Ｍ、１４．５μｌ、２．５ｍｇ濃ＨＣｌに等しい）を添加し、反応混合物を１０５℃で
激しく撹拌した。１０分後、撹拌しながら脱イオン水（５０μｌ）を、その後、２０分で
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さらなる２５μｌの水、３０分で６７．５μｌの水、及び６０分で７０μｌの水を添加し
た。３時間の全反応時間後に、溶液を水（３００μｌ）で希釈し、遠心分離にかけて不溶
性物質を沈降させた。液体生成物（７７０ｍｇ）を、ＨＰＬＣによって分析した（３．５
６ｍｇ／ｇグルコース、２８％収率；０．７ｍｇ／ｇキシロース、８％収率）。２ステッ
ププロセスでは、グルコースの全体の収率は７０％であり、キシロースの全体の収率は７
９％であった。
【０１１３】
　［００１１３］別の場合には、反応混合物のアリコートを、ＨＰＬＣ分析のために定期
的に取り出した。
【０１１４】
　［００１１４］加水分解物からの糖及び［ＥＭＩＭ］Ｃｌの回収のための典型的な手順
。脱イオン水とのスラリー中のダウエックス（登録商標）５０ＷＸ４（７５ｇ、０．１２
８当量）を、６５℃で維持されたジャケット付きカラム（１２０ｃｍ×１ｃｍ、Ｋｎｏｔ
ｓ　＃４２０８７０－１２００）中に置き、０．１０ｍの樹脂床を得た。樹脂を、水中の
［ＥＭＩＭ］Ｃｌ（６４ｇ、０．４４ｍｏｌ）をカラムに通過させることによって［ＥＭ
ＩＭ］＋と交換した。交換手順の終了時に、カラム流出液は中性であり、Ｈ＋の［ＥＭＩ
Ｍ］＋との完全な交換を表していた。次いで、脱気した脱イオン水を、カラムに通過させ
てすべての溶質を溶出させた。
【０１１５】
　［００１１５］加水分解液体（２．７４１ｇ、８．５ｍｇグルコース、１７．７ｍｇキ
シロース、～６０％水）を、標準的な条件下で［ＥＭＩＭ］Ｃｌ（１０４６ｍｇ）を使用
して、コーンストーバー（１０２．３ｍｇ）の加水分解反応から得た。反応の固体残渣は
、第２の加水分解反応のためにとっておいた。第１の加水分解液体の一部（２．５９１ｇ
）を樹脂カラムの上部に充填し、脱気した脱イオン水で３ｃｍ／分の速度で溶出した。画
分を回収し、ＨＰＬＣによって分析した（７．５ｍｇグルコース、９４％；１４．３ｍｇ
キシロース、８６％）。［ＥＭＩＭ］Ｃｌを含有する画分を減圧下で濃縮し、Ｄ２Ｏと混
合し、プールし、Ｄ２Ｏ／［ＥＭＩＭ］Ｃｌ溶液（３．６７３ｇ）を生じさせた。この溶
液のアリコート（３４２．８ｍｇ）をＮ，Ｎ－ジメチルアセトアミド（７１．５ｍｇ、０
．８２１ｍｏｌ）と合わせ、得られた溶液を、１Ｈ　ＮＭＲ分光法によって分析した。ス
ペクトルの積分によって、０．７０８：１モル比の［ＥＭＩＭ］Ｃｌ：ＤＭＡが明らかと
なり、９１３ｍｇ（９２％）の［ＥＭＩＭ］Ｃｌの回収を示した。
【０１１６】
　［００１１６］固体残渣の反応による加水分解液体（１．６８４ｇ）を用いて、［ＥＭ
ＩＭ］Ｃｌ（４７１ｍｇ）を使用して、上記のプロセスを繰り返した。この液体の一部（
１．５３４ｇ）のクロマトグラフィーの後、イオン液体含有画分を減圧下で濃縮し、Ｄ２
Ｏと混合し、プールし、Ｄ２Ｏ／［ＥＭＩＭ］Ｃｌ溶液（３．２６１ｇ）を生じさせた。
この溶液のアリコート（５２８．４ｍｇ）を、Ｎ，Ｎ－ジメチルアセトアミド（７９．６
ｍｇ、０．９１４ｍｍｏｌ）と合わせ、得られた溶液を、１Ｈ　ＮＭＲ分光法によって分
析した。スペクトルの分析により、０．５３２：１モル比の［ＥＭＩＭ］Ｃｌ：ＤＭＡが
明らかとなり、４４０ｍｇ（１０３％）の［ＥＭＩＭ］Ｃｌの回収を示した。２ステップ
プロセスによる合わせた［ＥＭＩＭ］Ｃｌの回収率は、９６％であった。
【０１１７】
　［００１１７］［ＥＭＩＭ］Ｃｌを含まない分離プロセスの糖含有画分をプールし、凍
結乾燥して褐色の残渣とした。この残渣を脱イオン水（５ｍＬ）中に溶解させ、微生物増
殖及び発酵試験のために使用した、図５を参照されたい。
【０１１８】
　［００１１８］細菌増殖試験。大腸菌ＫＯ１１は、Ｗ．Ｄ．Ｍａｒｎｅｒ及び共同研究
者らから寄贈された。すべての場合において、大腸菌は、クロラムフェニコール（４０ｍ
ｇ／ｌ）を含有する培地において３７℃で増殖させた。単一コロニーを、キシロース（０
．４ｗｔ％）を含有するルリア－ベルターニ（Ｌｕｒｉａ－Ｂｅｒｔａｎｉ）培地［５４
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］（４ｍｌ）中に接種した。２５０ｒｐｍでかき混ぜている培養管における１８時間のイ
ンキュベーション後、細胞を遠心分離により回収し、炭素供給源を全く含まないＭ９最小
培地［５４］（２ｍｌ）中に再懸濁した。ポリスチレン９６ウェルプレートにおいて、２
０ウェルに、キシロース（２．６２ｇ／ｌ）及びグルコース（１．３８ｇ／ｌ）を含有す
るＭ９最小培地（１５０μｌ）を満たした。１０ウェルには、コーンストーバー加水分解
糖（２．６２ｇ／ｌキシロース、１．３８ｇ／ｌグルコース、及び０．９１ｇ／ｌアラビ
ノース）を追加したＭ９最小培地（１５０μｌ）を満たした。残りのウェルは、脱イオン
水（２００μｌ）を満たした。各ウェルに、上記の細胞懸濁液（５μｌ）を接種し、プレ
ートに低蒸発構造の蓋をかぶせ、ＢｉｏＴｅｋ　ＥＬｘ８０８　Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ　
Ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ　Ｒｅａｄｅｒにおいて高速でかき混ぜながらインキュベートした
。各ウェルのＯＤ５９５ｎｍを５分毎に２５時間測定した。各ウェルについての倍加時間
を、ＯＤ５９５ｎｍ値の改変ゴンベルツ（Ｇｏｍｐｅｒｔｚ）関数［５５］への適合によ
って計算した。
【０１１９】
　［００１１９］細菌発酵試験。低酸素環境を維持するために、大腸菌による発酵は、鋼
製カニューレを貫通させたゴム栓を取り付けたガラス試験管（１３×１００ｍｍ）中で実
施した。カニューレの他端は、第２のガラス試験管において水中に浸した。第２の試験管
に、ガス抜きのために針で穴をあけたゴム栓を取り付けた。
【０１２０】
　［００１２０］単一コロニーを、キシロース（０．２６ｗｔ％）及びグルコース（０．
１４ｗｔ％）を含有するＬＢ培地（４ｍｌ）中に接種した。２５０ｒｐｍでかき混ぜてい
る培養試験管中での１１時間のインキュベーション後、細胞を遠心分離により回収し、新
鮮なＬＢ培地（４ｍｌ）中に再懸濁した。この細胞懸濁液のアリコート（１０μｌ）を、
キシロース（２．６２ｇ／ｌ）とグルコース（１．３８ｇ／ｌ）、又はコーンストーバー
加水分解糖（２．６２ｇ／ｌキシロース、１．３８ｇ／ｌグルコース、及び０．９１ｇ／
アラビノース）のいずれかを追加したＬＢ培地（１．５ｍｌ）を含有する、嫌気的増殖の
ために備え付けた試験管に添加した。各培地は、３連で試験した。Ｎ２（ｇ）によるパー
ジに続いて、発酵を、２５０ｒｐｍでかき混ぜながら実施した。１２時間後、培養物を、
ＨＰＬＣによって糖及びエタノールについて分析した。糖は、すべての培養において完全
に消費された。エタノール力価を、理論上の収率０．５１ｇエタノール／ｇ糖と比較した
（純粋な糖については２．０４ｇ／ｌ又はコーンストーバー加水分解物については２．２
５ｇ／ｌ）。
【０１２１】
　［００１２１］酵母増殖試験。ピキア・スティピティスＣＢＳ６０５４は、Ｔ．Ｗ．Ｊ
ｅｆｆｒｉｅｓ及び共同研究者らから寄贈された。ピキア属のすべての培養物は３０℃で
増殖させた。単一コロニーを使用して、キシロース（１．２ｗｔ％）及びグルコース（０
．８ｗｔ％）を含有するＹＰ培地（６ｍｌ；１０ｇ／ｌ酵母エキス及び２０ｇ／ｌペプト
ン）に接種した。２２５ｒｐｍでかき混ぜている培養試験管中での１１時間のインキュベ
ーション後、培養の１ｍｌアリコート中の細胞を遠心分離によって回収した。細胞を、ア
ミノ酸不含酵母ニトロゲンベース（６．７ｇ／ｌ；Ｄｉｆｃｏ）を含有する合成最小培地
（０．５ｍｌ）中に再懸濁した。
【０１２２】
　［００１２２］ポリスチレン９６ウェルプレートにおいて、１０ウェルに、キシロース
（１．８２ｇ／ｌ）、グルコース（２．１８ｇ／ｌ）、及びアラビノース（０．３３ｇ／
ｌ）を含有する合成最小培地（１５０μｌ）を満たした。５つのウェルに、コーンストー
バー加水分解糖（１．８２ｇ／ｌキシロース、２．１８ｇ／ｌグルコース、及び０．３３
ｇ／ｌアラビノース）を追加した合成最小培地（１５０μｌ）を満たした。残りのウェル
に、脱イオン水（１５０μｌ）を満たした。各ウェルに、上記の細胞懸濁液（１０μｌ）
を接種し、プレートに低蒸発構造の蓋をかぶせ、ＢｉｏＴｅｋ　ＥＬｘ８０８　Ａｂｓｏ
ｒｂａｎｃｅ　Ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ　Ｒｅａｄｅｒにおいて高速でかき混ぜながらイン



(37) JP 2012-531892 A 2012.12.13

10

20

30

40

50

キュベートした。各ウェルのＯＤ５９５ｎｍを、５分毎に１９時間測定した。
【０１２３】
　［００１２３］酵母発酵試験。発酵実験のために、Ｐ．スティピティスを、適切な炭素
供給源を含有するＹＰ培地（１０ｇ／ｌ酵母エキス及び２０ｇ／ｌペプトン）中で３０℃
で増殖させた。単一コロニーを、１．２ｗｔ％キシロース及び０．８ｗｔ％グルコースを
含有する培地（６ｍｌ）中に接種した。２２５ｒｐｍでかき混ぜている培養試験管中での
１１時間のインキュベーション後、酵母懸濁液を、キシロース（３．２４ｇ／ｌ）、グル
コース（３．８８ｇ／ｌ）、及びアラビノース（０．５８ｇ／ｌ）、又はコーンストーバ
ー加水分解糖（３．２４ｇ／ｌキシロース、３．８８ｇ／ｌグルコース、及び０．５８ｇ
／ｌアラビノース）のいずれかを追加したＹＰ培地（１．５ｍｌ）を含有するガラス試験
管に添加した。糖培地は３連で、加水分解物培地は２連で試験した。試験管に、針を貫通
させたゴム栓を取り付け、１５０ｒｐｍでかき混ぜた。５２時間後、培養物を、ＨＰＬＣ
によって糖及びエタノールについて分析した。糖は、すべての培養において完全に消費さ
れた。エタノール力価を、理論上の収率０．５１ｇエタノール／グルコース及びキシロー
スのｇと比較した（純粋な糖については３．６３ｇ／ｌ又はコーンストーバー加水分解物
については３．６３ｇ／ｌ）。
【０１２４】
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ｈｅ，　Ｍ．Ｌ．，　Ｆｕｅｌ　ａｌｃｏｈｏｌ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　ａ
ｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　ｌｉｇｎｏｃｅｌｌｕｌｏｓｉｃ　ｆｅｅｄｓｔｏｃｋｓ．　
Ｅｎｅｒｇｙ　Ｓｏｕｒｃｅｓ　１０，　２３１－２３７　（１９８８）．
２３．Ｆａｒｏｎｅ，　Ｗ．Ａ．　＆　Ｃｕｚｅｎｓ，　Ｊ．Ｅ．，　Ｕ．Ｓ．　Ｐａｔ
．　Ｐａｔｅｎｔ　Ｎｏ．　ＵＳ５７２６０４６　（１９９８）．
２４．Ｈｅｒｍａｎｕｔｚ，　Ｆ．，　Ｍｅｉｓｔｅｒ，　Ｆ．，　＆　Ｕｅｒｄｉｎｇ
ｅｎ，　Ｅ．，　Ｎｅｗ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｍａｎｕｆａｃｔ
ｕｒｅ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ　ｆｉｂｅｒｓ　ｗｉｔｈ　ｉｏｎｉｃ　ｌｉｑｕｉ
ｄｓ．　Ｃｈｅｍ．　Ｆｉｂｅｒｓ　Ｉｎｔ．　６，　３４２－３４３　（２００６）．
２５．Ｚｈｕ，　Ｓ．　ｅｔ　ａｌ．，　Ｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕｌ
ｏｓｅ　ｗｉｔｈ　ｉｏｎｉｃ　ｌｉｑｕｉｄｓ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ａｐｐｌｉｃａｔｉ
ｏｎ：　Ａ　ｍｉｎｉ－ｒｅｖｉｅｗ．　Ｇｒｅｅｎ　Ｃｈｅｍ．　８，　３２５－３２
７　（２００６）．
２６．Ｅｌ　Ｓｅｏｕｄ，　Ｏ．Ａ．，　Ｋｏｓｃｈｅｌｌａ，　Ａ．，　Ｆｉｄａｌｅ
，　Ｌ．Ｃ．，　Ｄｏｒｎ，　Ｓ．，　＆　Ｈｅｉｎｓｅ，　Ｔ．，　Ａｐｐｌｉｃａｔ
ｉｏｎｓ　ｏｆ　ｉｏｎｉｃ　ｌｉｑｕｉｄｓ　ｉｎ　ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ　ｃｈ
ｅｍｉｓｔｒｙ：　Ａ　ｗｉｎｄｏｗ　ｏｆ　ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｔｉｅｓ．　Ｂｉｏｍ
ａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　８，　２６２９－２６４７　（２００７）．
２７．Ｓｗａｔｌｏｓｋｉ，　Ｒ．Ｐ．，　Ｓｐｅａｒ，　Ｓ．Ｋ．，　Ｈｏｌｂｒｅｙ
，　Ｊ．Ｄ．，　＆　Ｒｏｇｅｒｓ，　Ｒ．Ｄ．，　Ｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃ
ｅｌｌｏｓｅ　ｗｉｔｈ　ｉｏｎｉｃ　ｌｉｑｕｉｄｓ．　Ｊ．　Ａｍ．　Ｃｈｅｍ．　
Ｓｏｃ．　１２４，　４９７４－４９７５　（２００２）．
２８．Ｌｉ，　Ｃ．　＆　Ｚｈａｏ，　Ｚ．Ｋ．，　Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ　ａｃｉｄ－ｃ
ａｔａｌｙｚｅｄ　ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ　ｉｎ　ｉｏｎｉ
ｃ　ｌｉｑｕｉｄ．　Ａｄｖ．　Ｓｙｎｔｈ．　Ｃａｔａｌ．　３４９，　１８４７－１
８５０　（２００７）．
２９．Ｌｉ，　Ｃ．，　Ｗａｎｇ，　Ｑ．，　＆　Ｚｈａｏ，　Ｚ．Ｋ．，　Ａｃｉｄ　
ｉｎ　ｉｏｎｉｃ　ｌｉｑｕｉｄ：　Ａｎ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ　ｓｙｓｔｅｍ　ｆｏｒ
　ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｌｉｇｎｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ．　Ｇｒｅｅｎ　Ｃｈｅ
ｍ．　１０，　１７７－１８２　（２００８）．
３０．Ｒｉｎａｌｄｉ，　Ｒ．，　Ｐａｌｋｏｖｉｔｓ，　Ｒ．，　＆　Ｓｃｈuｔｈ，
　Ｆ．，　Ｄｅｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ　ｕｓｉｎｇ
　ｓｏｌｉｄ　ｃａｔａｌｙｓｔｓ　ｉｎ　ｉｏｎｉｃ　ｌｉｑｕｉｄｓ．　Ａｎｇｅｗ
．　Ｃｈｅｍ．　Ｉｎｔ．　Ｅｄ．　４７，　８０４７－８０５０　（２００８）．
３１．Ｓｉｅｖｅｒｓ，　Ｃ．　ｅｔ　ａｌ．，　Ｉｏｎｉｃ－ｌｉｑｕｉｄ－ｐｈａｓ
ｅ　ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｐｉｎｅ　ｗｏｏｄ．　Ｉｎｄ．　Ｅｎｇ．　Ｃｈｅ
ｍ．　Ｒｅｓ．　４８，　１２７７－１２８６　（２００９）．
３２．Ｆａｎｓｅｌｏｗ，　Ｍ．，　Ｈｏｌｂｒｅｙ，　Ｊ．Ｄ．，　＆　Ｓｅｄｄｏｎ
，　Ｋ．Ｒ．，　Ｅｕｒ．　Ｐａｔｅｎｔ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　Ｐａｔｅｎｔ　Ｎ
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ｏ．　１８６０２０１　（２００７）．
３３．Ｖａｎｏｙｅ，　Ｌ．，　Ｆａｎｓｅｌｏｗ，　Ｍ．，　Ｈｏｌｂｒｅｙ，　Ｊ．
Ｄ．，　Ａｔｋｉｎｓ，　Ｍ．Ｐ．，　＆　Ｓｅｄｄｏｎ，　Ｋ．Ｒ．，　Ｋｉｎｅｔｉ
ｃ　ｍｏｄｅｌ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｌｉｇｎｏｃｅｌｌｕ
ｌｏｓｉｃ　ｂｉｏｍａｓｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｉｏｎｉｃ　ｌｉｑｕｉｄ，　１－ｅｔｈ
ｙｌ－３－ｍｅｔｈｙｌ－ｉｍｉｄａｚｏｌｉｕｍ　ｃｈｌｏｒｉｄｅ．　Ｇｒｅｅｎ　
Ｃｈｅｍ．　１１，　３９０－３９６　（２００９）．
３４．Ｃａｏ，　Ｎ．Ｊ．，　Ｘｕ，　Ｑ．，　＆　Ｃｈｅｎ，　Ｌ．Ｆ．，　Ａｃｉｄ
　ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ　ｉｎ　ｚｉｎｃ　ｃｈｌｏｒｉｄ
ｅ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ．　Ａｐｐｌ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　５
１，　２１－２８　（１９９５）．
３５．Ｒｉｖｅｒｓ，　Ｄ．Ｂ．，　Ｇｒａｃｈｅｃｋ，　Ｓ．Ｊ．，　Ｗｏｏｄｆｏｒ
ｄ，　Ｌ．Ｃ．，　＆　Ｅｍｅｒｔ，　Ｇ．Ｈ．，　Ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｔ
ｈｅ　ＤＮＳ　ａｓｓａｙ　ｆｏｒ　ｒｅｄｕｃｉｎｇ　ｓｕｇａｒｓ　ｆｒｏｍ　ｓａ
ｃｃｈａｒｉｆｉｅｄ　ｌｉｇｎｏｃｅｌｌｕｌｏｓｉｃｓ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．
　Ｂｉｏｅｎｇ．　２６，　８００－８０２　（１９８４）．
３６．Ｅｂｎｅｒ，　Ｇ．，　Ｓｃｈｉｅｈｓｅｒ，　Ｓ．，　Ｐｏｔｔｈａｓｔ，　Ａ
．，　＆　Ｒｏｓｅｎａｕ，　Ｔ．，　Ｓｉｄｅ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕ
ｌｏｓｅ　ｗｉｔｈ　ｃｏｍｍｏｎ　１－ａｌｋｙｌ－３－ｍｅｔｈｙｌｉｍｉｄａｚｏ
ｌｉｕｍ－ｂａｓｅｄ　ｉｏｎｉｃ　ｌｉｑｕｉｄｓ．　Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅ
ｔｔ．　４９，　７３２２－７３２４　（２００８）．
３７．Ｖｉｔｚ，　Ｊ．，　Ｅｒｄｍｅｎｇｅｒ，　Ｔ．，　Ｈａｅｎｓｃｈ，　Ｃ．，
　＆　Ｓｃｈｕｂｅｒｔ，　Ｕ．Ｓ．，　Ｅｘｔｅｎｄｅｄ　ｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ　
ｓｔｕｄｉｅｓ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ　ｉｎ　ｉｍｉｄａｚｏｌｉｕｍ　ｂａｓｅ
ｄ　ｉｏｎｉｃ　ｌｉｑｕｉｄｓ．　Ｇｒｅｅｎ　Ｃｈｅｍ．　１１，　４１７－４２４
　（２００９）．
３８．Ｋｕｍｌｅｒ，　Ｗ．Ｄ．　＆　Ｅｉｌｅｒ，　Ｊ．Ｊ．，　Ｔｈｅ　ａｃｉｄ　
ｓｔｒｅｎｇｔｈ　ｏｆ　ｍｏｎｏ　ａｎｄ　ｄｉｅｓｔｅｒｓ　ｏｆ　ｐｈｏｓｐｈｏ
ｒｉｃ　ａｃｉｄ．　Ｔｈｅ　ｎ－ａｌｋｙｌ　ｅｓｔｅｒｓ　ｆｒｏｍ　ｍｅｔｈｙｌ
　ｔｏ　ｂｕｔｙｌ，　ｔｈｅ　ｅｓｔｅｒｓ　ｏｆ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｉｍｐｏ
ｒｔａｎｃｅ，　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｎａｔｕｒａｌ　ｇｕａｎｉｄｉｎｅ　ｐｈｏｓｐｈ
ｏｒｉｃ　ａｃｉｄｓ．　Ｊ．　Ａｍ．　Ｃｈｅｍ．　Ｓｏｃ．　６５，　２３５５－２
３６１　（１９４３）．
３９．Ｄｉｐｐｙ，　Ｊ．Ｆ．Ｊ．，　Ｈｕｇｈｅｓ，　Ｓ．Ｒ．Ｃ．，　＆　Ｒｏｚａ
ｎｓｋｉ，　Ａ．，　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｔｈｅ　
ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　ｃｏｎｓｔａｎｔｓ　ｏｆ　ｍａｎｏｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ
　ａｃｉｄｓ．　Ｐａｒｔ　ＸＶＩＩＩ．　Ｓｏｍｅ　ａｃｅｔｉｃ　ａｎｄ　ｐｒｏｐ
ｉｏｎｉｃ　ａｃｉｄｓ　ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎ
　ｒａｄｉｃａｌｓ　ｉｎ　１０％　ａｎｄ　２５％（ｗ／ｗ）　ａｃｅｔｏｎｅ－ｗａ
ｔｅｒ　ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ．　Ｊ．　Ｃｈｅｍ．　Ｓｏｃ．，　１４４１－１４４６　
（１９５９）．
４０．Ａｓｈｅｒ，　Ｄ．Ｒ．，　Ｓｕｇａｒ　ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｂｙ　ｉｏ
ｎ　ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ．　Ｉｎｄ．　Ｅｎｇ．　Ｃｈｅｍ．　４８，　１４６５－１４
６６　（１９５６）．
４１．Ｄｉｅｎ，　Ｂ．Ｓ．，　Ｃｏｔｔａ，　Ｍ．Ａ．，　＆　Ｊｅｆｆｒｉｅｓ，　
Ｔ．Ｗ．，　Ｂａｃｔｅｒｉａ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ　ｆｏｒ　ｆｕｅｌ　ｅｔｈａｎ
ｏｌ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ：　ｃｕｒｒｅｎｔ　ｓｔａｔｕｓ．　Ａｐｐｌ．　Ｍｉｃ
ｒｏｂｉｏｌ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　６３，　２５８－２６６　（２００３）．
４２．Ｈｏ，　Ｎ．Ｗ．Ｙ．，　Ｃｈｅｎ，　Ｚ．，　Ｂｒａｉｎａｒｄ，　Ａ．Ｐ．，
　＆　Ｓｅｄｌａｋ，　Ｍ．，　Ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ　ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　ｄｅｖ
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ｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ　Ｓａｃｃｈ
ａｒｏｍｙｃｅｓ　ｙｅａｓｔｓ　ｆｏｒ　ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ　ｃｏｆｅｒｍｅｎｔａ
ｔｉｏｎ　ｏｆ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ａｎｄ　ｘｙｌｏｓｅ　ｆｒｏｍ　ｃｅｌｌｕｌｏｓ
ｉｃ　ｂｉｏｍａｓｓ　ｔｏ　ｆｕｅｌ　ｅｔｈａｎｏｌ．　Ａｄｖ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ
．　Ｅｎｇ．／Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　６５，　１６３－１９２　（１９９９）．
４３．Ｖａｎ　Ｍａｒｉｓ，　Ａ．Ｊ．Ａ．　ｅｔ　ａｌ．，　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
　ｏｆ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ　ｘｙｌｏｓｅ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｉｎ　Ｓａｃ
ｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ：　Ｘｙｌｏｓｅ　ｉｓｏｍｅｒａｓｅ　
ａｓ　ａ　ｋｅｙ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ．　Ａｄｖ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　Ｅｎｇ．／Ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　１０８，　１７９－２０４　（２００７）．
４４．Ｊｅｆｆｒｉｅｓ，　Ｔ．Ｗ．，　Ｅｍｅｒｇｉｎｇ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｆ
ｏｒ　ｆｅｒｍｅｎｔｉｎｇ　Ｄ－ｘｙｌｏｓｅ．　Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
ｌ．　３，　２０８－２１２　（１９８５）．
４５．Ａｇｂｏｇｂｏ，　Ｆ．Ｋ．，　Ｈａａｇｅｎｓｅｎ，　Ｆ．Ｄ．，　Ｍｉｌａｍ
，　Ｄ．，　＆　Ｗｅｎｇｅｒ，　Ｋ．Ｓ．，　Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｃ
ｉｄ－ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ　ｃｏｒｎ　ｓｔｏｖｅｒ　ｔｏ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｗｉｔ
ｈｏｕｔ　ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｕｓｉｎｇ　Ｐｉｃｈｉａ　ｓｔｉｐｉｔｉ
ｓ．　Ａｐｐｌ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　１４５，　５３－５８
　（２００８）．
４６．Ａｇｂｏｇｂｏ，　Ｆ．Ｋ．　＆　Ｃｏｗａｒｄ－Ｋｅｌｌｙ，　Ｇ．，　Ｃｅｌ
ｌｕｌｏｓｉｃ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｕｓｉｎｇ　ｔｈｅ　ｎａｔ
ｕｒａｌｌｙ　ｏｃｃｕｒｒｉｎｇ　ｘｙｌｏｓｅ－Ｆｅｒｍｅｎｔｉｎｇ　ｙｅａｓｔ
，　ｐｉｃｈｉａ　ｓｔｉｐｉｔｉｓ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　Ｌｅｔｔ　３０，　
１５１５－１５２４　（２００８）．
４７．Ｍａｅｄａ，　Ｔ．，　Ｓａｎｃｈｅｚ－Ｔｏｒｒｅｓ，　Ｖ．，　＆　Ｗｏｏｄ
，　Ｔ．Ｋ．，　Ｅｎｈａｎｃｅｄ　ｈｙｄｒｏｇｅｎ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｆｒｏ
ｍ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ｂｙ　ｍｅｔａｂｏｌｉｃａｌｌｙ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ　Ｅｓ
ｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ．　Ａｐｐｌ．　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．　Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌ．　７７，　８７９－８９０　（２００７）．
４８．Ａｔｓｕｍｉ，　Ｓ．，　Ｈａｎａｉ，　Ｔ．，　＆　Ｌｉａｏ，　Ｊ．Ｃ．，　
Ｎｏｎ－ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｖｅ　ｐａｔｈｗａｙｓ　ｆｏｒ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　
ｏｆ　ｂｒａｎｃｈｅｄ－ｃｈａｉｎ　ｈｉｇｈｅｒ　ａｌｃｏｈｏｌｓ　ａｓ　ｂｉｏ
ｆｕｅｌｓ．　Ｎａｔｕｒｅ　４５１，　８６－８９　（２００８）．
４９．Ｆｏｒｔｍａｎ，　Ｊ．　ｅｔ　ａｌ．，　Ｂｉｏｆｕｅｌ　ａｌｔｅｒｎａｔｉ
ｖｅｓ　ｔｏ　ｅｔｈａｎｏｌ：　Ｐｕｍｐｉｎｇ　ｔｈｅ　ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｗｅ
ｌｌ．　Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　２６，　３７５－３８１　（２００８
）．
５０．Ｋｕｎｋｅｓ，　Ｅ．Ｌ．　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃａｔａｌｙｔｉｃ　ｃｏｎｖｅｒ
ｓｉｏｎ　ｏｆ　ｂｉｏｍａｓｓ　ｔｏ　ｍｏｎｏｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ｈｙｄｒｏｃ
ａｒｂｏｎｓ　ａｎｄ　ｔａｒｇｅｔｅｄ　ｌｉｑｕｉｄ－ｆｕｅｌ　ｃｌａｓｓｅｓ．
　Ｓｃｉｅｎｃｅ　３２２，　４１７－４２１　（２００８）．
５１．Ｂｉｎｄｅｒ，　Ｊ．Ｂ．　＆　Ｒａｉｎｅｓ，　Ｒ．Ｔ．，　Ｓｉｍｐｌｅ　ｃ
ｈｅｍｉｃａｌ　ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｌｉｇｎｏｃｅｌｌｕｌｏｓｉ
ｃ　ｂｉｏｍａｓｓ　ｉｎｔｏ　ｆｕｒａｎｓ　ｆｏｒ　ｆｕｅｌｓ　ａｎｄ　ｃｈｅｍ
ｉｃａｌｓ．　Ｊ．　Ａｍ．　Ｃｈｅｍ．　Ｓｏｃ．　１３１，　１９７９－１９８５　
（２００９）．
５２．Ｌｏｒａ，　Ｊ．Ｈ．　＆　Ｇｌａｓｓｅｒ，　Ｗ．Ｇ．，　Ｒｅｃｅｎｔ　ｉｎ
ｄｕｓｔｒｉａｌ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｌｉｇｎｉｎ：　Ａ　ｓｕｓｔａ
ｉｎａｂｌｅ　ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ　ｔｏ　ｎｏｎｒｅｎｅｗａｂｌｅ　ｍａｔｅｒ
ｉａｌｓ．　Ｊ．　Ｐｏｌｙｍ．　Ｅｎｖｉｒｏｎ．　１０，　３９－４８　（２００２
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）．
５３．Ｚｈａｏ，　Ｈ．，　Ｈｏｌｌａｄａｙ，　Ｊ．Ｅ．，　Ｂｒｏｗｎ，　Ｈ．，　
ａｎｄ　Ｚｈａｎｇ，　Ｚ．　Ｃ．，　Ｍｅｔａｌ　Ｃｈｌｏｒｉｄｅｓ　ｉｎ　Ｉｏｎ
ｉｃ　Ｌｉｑｕｉｄｓ　Ｃｏｎｖｅｒｔ　Ｓｕｇａｒｓ　ｔｏ　５－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｅ
ｔｈｙｌｆｕｒｆｕｒａｌ，　Ｓｃｉｅｎｃｅ　３１６：１５９７－１６００　（２００
７）
５４．Ｓａｍｂｒｏｏｋ，　Ｊ．　＆　Ｒｕｓｓｅｌｌ，　Ｄ．Ｗ．，　Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　３ｒｄ　ｅｄ．
　（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）　（２００１）
５５．Ｚｗｉｅｔｅｒｉｎｇ，　Ｍ．Ｈ．，　Ｊｏｎｇｅｎｂｕｒｇｅｒ，　Ｉ．，　Ｒ
ｏｍｂｏｕｔｓ，　Ｆ．Ｍ．，　＆　ｖａｎ’ｔ　Ｒｉｅｔ，　Ｋ．，　Ｍｏｄｅｌｉｎ
ｇ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｃｕｒｖｅ．　Ａｐｐｌ．　Ｅ
ｎｖｉｒｏｎ．　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．　５６，　１８７５－１８８１　（１９９０）
５６．Ｍｏｓｉｅｒ，　Ｎ．，　ｅｔ　ａｌ．，　ｆｅａｔｕｒｅｄ　ｏｆ　ｐｒｏｍｉ
ｓｉｎｇ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　ｆｏｒ　ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　ｌｉ
ｇｎｏｃｅｌｌｕｌｏｓｉｃ　ｂｉｏｍａｓｓ，　Ｂｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅ　Ｔｅｃｈｎ
ｏｌ．　９６：６７３－６８６　（２００５）
【図面の簡単な説明】
【０１２５】
【図１】［００４６］セルロース及びキシランの加水分解反応を示す化学的スキームの図
である。セルロース及びヘミセルロースの、モノマー糖への化学的加水分解は、オリゴマ
ーを通して進み、フラン及び別の分解生成物を形成する副反応を伴う。
【図２】［００４７］イオン液体バイオマス加水分解を使用したバイオ燃料生産のための
統合されたプロセスに関するフローチャート概略図である。特定の一態様において、分離
は、イオン交換方法を用いて実施することができる。プロセスは、任意選択による機械的
及び／又は化学的前処理ステップ、任意選択であるが好ましくは、イオン液体中での脱結
晶化、水添加を調節するイオン液体中での加水分解；並びに分離及び任意選択であるが好
ましくは、イオン液体の再循環を含む。生成糖は、任意選択により発酵に送られて、エタ
ノールなどの望ましい生成物を生産する。
【図３】［００４８］［ＥＭＩＭ］Ｃｌにおける酸に触媒されるグルコース分解を示すグ
ラフである。酸性の［ＥＭＩＭ］Ｃｌにおいて、グルコース（菱形）は１００℃で急速に
消失し、ＨＭＦ（四角）及び別の分解生成物を形成する。水分含量の増加は、グルコース
減少を遅らせる。反応条件：グルコース、１０ｗｔ％；Ｈ２ＳＯ４、グルコースに対して
４ｗｔ％。
【図４】［００４９］［ＥＭＩＭ］Ｃｌにおけるセルロース加水分解中のグルコース、Ｈ
ＭＦ、及びセロビオース生産を示すグラフである。グルコース濃度は、セロビオースなど
のセルロースオリゴマーが加水分解するため、４時間にわたって増加する。セルロースは
、標準的な最適化された反応条件下で反応させた。
【図５】［００５０］コーンストーバーの加水分解物の糖によるエタノール生成微生物の
好気的増殖を示す図である。細菌である大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）（
Ａ）及び酵母ピキア・スティピティス（Ｐｉｃｈｉａ　ｓｔｉｐｉｔｉｓ）（Ｂ）は、そ
れらの唯一の炭素供給源としてのコーンストーバーの加水分解物の糖によって急速に増殖
する。加水分解物において、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）の平均倍加時間は２．７７時間であ
り、純粋な糖において倍加時間は２．９５時間であった。
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【図１】 【図２】

【図３】 【図４】
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【図５】

【手続補正書】
【提出日】平成24年2月28日(2012.2.28)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　バイオマス多糖基質を加水分解して加水分解生成物を形成するための方法であって、
　イオン液体及びバイオマス多糖基質を含む反応混合物に水を添加するステップを含み、
　水を、バイオマス多糖基質の多糖が沈殿せず、加水分解が実質的に抑制されないような
速度で添加する、方法。
【請求項２】
　前記反応混合物に、前記多糖の加水分解を開始するために十分な量で酸触媒を添加する
ステップを更に含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記酸触媒が、１以下のｐＫａを有する酸である、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　添加する酸触媒の量が、反応におけるバイオマス多糖基質の量に対して５質量％～４０
質量％の範囲である、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　加水分解を、加水分解生成物中の単糖収率が５０％以上になるまで継続する、請求項１
～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
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　前記反応混合物を７０～１４０℃まで加熱する、請求項１～５のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項７】
　前記イオン液体のアニオンが、塩化物イオン、トリフルオロ酢酸イオン、トリクロロ酢
酸イオン、トリブロモ酢酸イオン又はチオシアン酸イオンである、請求項１～６のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記イオン液体が、カチオンがイミダゾリウム又はピリジニウムであるイオン液体であ
る、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記加水分解生成物からイオン液体を分離し、該イオン液体を再循環させるステップを
さらに含む、請求項１～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記反応混合物を形成する前に、前記バイオマス多糖基質を希酸により前処理するステ
ップをさらに含む、請求項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記反応混合物の全水分含量が少なくとも２０質量％となるまで水を添加する、請求項
１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　選択された量の水を、反応開始後、選択された時点で段階的に添加するか、又は水を、
選択された長さの時間にわたって継続的に添加して水の所望の全量を達成する、請求項１
～１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　ａ）加水分解の開始の３～１０分後に全反応混合物に対して２０質量％の全水分レベル
を達成するように水を添加する、
　ｂ）加水分解の開始後１０分までに全反応混合物に対して２０質量％の全水分レベルを
達成するように水を添加する、
　ｃ）加水分解の開始後１０～３０分までに全反応混合物に対して２０～３５質量％の全
水分レベルを達成するように水を添加する、
　ｄ）加水分解の開始後３０～６０分以内に全反応混合物に対して３５～４５質量％の全
水分レベルを達成するように水を添加するか、又は
　ｅ）加水分解の開始後６０分までに全反応混合物に対して４０～４５質量％の全水分レ
ベルを達成するように水を添加する、請求項１～１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　加水分解生成物中の５－ヒドロキシメチルフルフラール収率が、１０％以下である、請
求項１～１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　共溶媒を、反応混合物の１～２５質量％の範囲の量で反応混合物に添加する、請求項１
～１４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　請求項１～１５のいずれか一項に記載の方法により調製される加水分解生成物。
【請求項１７】
　請求項１～１５のいずれか一項に記載の方法により加水分解生成物を調製するステップ
と、前記加水分解生成物をイオン液体から分離するステップとを含む、単糖供給原料を製
造するための方法。
【請求項１８】
　発酵によりエタノールを生成する方法であって、請求項１～１５のいずれか一項に記載
の方法により調製される加水分解生成物を、エタノール生成微生物による発酵のための単
糖供給原料として用いる、方法。
【請求項１９】
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　多糖を含むバイオマスの加水分解により形成される組成物であって、
　前記組成物は、イオン液体、水及び単糖を含み、
　前記組成物は、７５質量％以上の１つ又は複数の単糖を含有し、
　前記組成物は、１０質量％未満の５－ヒドロキシメチルフルフラール又はフルフラール
を含有する、組成物。
【請求項２０】
　前記多糖がセルロースであり、前記単糖がグルコースである、請求項１９に記載の組成
物。



(47) JP 2012-531892 A 2012.12.13

10

20

30

40

【国際調査報告】



(48) JP 2012-531892 A 2012.12.13

10

フロントページの続き

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LR,LS,MW,MZ,NA,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,T
M),EP(AL,AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MK,MT,NL,NO,PL,PT,RO,S
E,SI,SK,SM,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,
BH,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CL,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,HN,HR,HU,ID,I
L,IN,IS,JP,KE,KG,KM,KN,KP,KR,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG,NI,NO,NZ
,OM,PE,PG,PH,PL,PT,RO,RS,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TH,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,ZA,
ZM,ZW

(72)発明者  ライナス，　ロナルド，　ティー．
            アメリカ合衆国，　ウィスコンシン州，　マディソン，　レイクランド　アヴェニュー　２３２０
(72)発明者  ビンダー，　ジョセフ，　ビー．
            アメリカ合衆国，　カルフォルニア州，　バークレイ，　ブエナ　ヴィスタ　ウェイ　３０７５
Ｆターム(参考) 4B064 AC03  CA02  CA06  DA16 


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	written-amendment
	search-report
	overflow

