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(57)【要約】
再生可能な材料、例えば脂質を、微生物、例えば油性酵
母から分離する方法は、微生物の細胞壁を状態調節して
、細孔を形成し、開口し、又は拡大すること、そして細
孔を通して再生可能な材料の少なくとも一部を除去する
ことを含みうる。これらの方法は、実質的にインタクト
である細胞壁をもち、そしてメソ細孔をもつ、脱脂され
た微生物をもたらしうる。これらの脱脂された微生物は
、バイオ燃料を製造するために使用されうる。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　微生物からの再生可能材料の分離のための方法であって：
　再生可能な材料を含有する微生物の細胞壁を状態調節して、細孔を形成し、開口し又は
拡大し；そして
　細孔を通して再生可能な材料の少なくとも一部を除去すること；
を含んでなる、前記方法。
【請求項２】
　細胞壁が、少なくとも実質的にインタクトのままである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　微生物が、油性酵母を含んでなる、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　油性酵母が、Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ、Ｐｓｅｕｄｏｚｙｍａ、又はＳｐｏｒｉｄｉｏ
ｂｏｌｕｓ属に属する、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　状態調節が、摂氏約１２０度における約４時間の熱的処理を含んでなる、請求項１～４
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　除去することが、溶媒との接触、或いはホモジナイザー、ビーズミル、高剪断力混合器
、又はこれらのいずれもの組合せを含んでなる機械的破壊デバイスの使用を含んでなる、
請求項１～５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　微生物が、重量基準で少なくとも約２０パーセントの再生可能な材料を含んでなり；そ
して
　重量パーセント基準で、再生可能な材料の少なくとも約５０パーセントが、除去の工程
中に細孔を通して通過する；
請求項１～６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　状態調節後、個数基準で、全細孔の少なくとも５０パーセントが、メソ細孔で構成され
る、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　請求項１～８のいずれか１項の方法によって製造される脱脂された微生物。
【請求項１０】
　個数基準で、細胞壁の少なくとも約５０パーセントが、少なくとも実質的にインタクト
なままである、請求項９に記載の脱脂された微生物。
【請求項１１】
　油性酵母からの脂質の抽出のための方法であって：
　油性酵母を熱的処理によって状態調節して、細胞壁の多孔性を増加させ；そして
　実質的にインタクトな細胞壁をもつ油性酵母から脂質を除去すること；
を含んでなる、前記方法。
【請求項１２】
　油性酵母が、抽出前に、少なくとも約５０重量パーセントの脂質を含んでなる、請求項
１１に記載の方法。
【請求項１３】
　除去することが、油性酵母から脂質の少なくとも約５０重量パーセントを除去すること
を含んでなる、請求項１１又は１２に記載の方法。
【請求項１４】
　個数基準で、形成された全細孔の少なくとも約５０パーセントがメソ細孔である、請求
項１１～１３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
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　熱的処理が、摂氏約８０度より上の温度、少なくとも約１０分の時間、及び約２～約１
４のｐＨの範囲を含んでなる、請求項１１～１４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　バイオ燃料の製造のための方法であって：
　酵母を糖で培養して、酵母の細胞壁中に脂質を集積させ；
　酵母を状態調節して、細胞壁中に細孔を形成し、又はそれを拡大し；
　細胞壁中の細孔を通して脂質を除去し；
　酵母から脂質を分離し；そして
　脂質をバイオ燃料に転換すること；
を含んでなる、前記方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　共同研究契約のための団体の名称
　米国特許法第１０３条（ｃ）（２）項の目的のために、再生可能な材料の分野における
共同研究契約が、ＢＰ　Ｂｉｏｆｕｅｌｓ　ＵＫ　ＬｉｍｉｔｅｄとＭａｒｔｅｋ　Ｂｉ
ｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎとの間で、２００８年１２月１８日に締結
された。また米国特許法第１０３条（ｃ）（２）項の目的のために、再生可能な材料の分
野における共同開発契約が、ＢＰ　Ｂｉｏｆｕｅｌｓ　ＵＫ　ＬｉｍｉｔｅｄとＭａｒｔ
ｅｋ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎとの間で、２００９年８月７日
に締結された。
【０００２】
　技術分野
　本発明は、再生可能な材料とバイオ燃料の製造に向けられた方法及び系に関する。本発
明の側面は、油性微生物から再生可能な材料を抽出することに関する。
【背景技術】
【０００３】
　温室効果ガスレベル及び気候変化の問題は、固定炭素と放出された二酸化炭素との間の
天然のサイクルを使用しようとする技術の開発につながっている。これらの技術が進歩す
るのに伴って、供給原料をバイオ燃料に転換する各種の技術が開発されている。然しなが
ら、上述の技術の進歩にも関わらず、再生可能な炭素源の燃料への転換のための、経済的
実行可能性を改善する必要性及び要求が残っている。
【０００４】
　植物油由来のバイオディーゼル燃料は、慣用的な石油系（化石）ディーゼルに対して、
再生可能で、生分解性で、非毒性であり、そして硫黄も芳香族化合物も含有していないと
いう利点を有しうる。しかし、植物油由来のバイオディーゼルの潜在的に不利な点の一つ
は、高価格であり、その殆どが植物油供給原料の費用に起因する。従って、バイオディー
ゼル燃料製造の経済的側面は、少なくともある程度、植物油原材料の費用によって制限さ
れている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　栄養学的産物における使用のための脂質は、藻類中で産生することができる。藻類中の
脂質の製造は、藻類を増殖させ、それを乾燥し、そしてそれから細胞内脂質を抽出するこ
とを含みうる。藻類中の材料を抽出することは困難でありうる。
【０００６】
　抽出される材料の高い収率と細胞壁構造の最小の破壊をもたらす、油性微生物から再生
可能な材料を抽出するための方法及び系に対する必要性と要求が存在する。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
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　本発明は、油性微生物から再生可能な材料を抽出するための方法及び系、並びにこのよ
うな方法から得られる脱脂された微生物に関する。
　ある態様によれば、再生可能な材料を含有する微生物から再生可能な材料を分離するた
めの方法は、細孔を形成し、開口し又は拡大し、そして再生可能な材料の少なくとも一部
を細孔を通して除去するための、微生物の細胞壁の状態調節を含みうる。細胞壁の細孔を
形成し、開口し又は拡大するために、この方法は、細胞壁の構造及び／又は細胞壁の成分
を変性させることを含みうる。細胞壁の構造及び／又は細胞壁の成分は、輸送タンパク質
、膜内在性タンパク質、受容体タンパク質、凝集タンパク質、抗原タンパク質、隔壁、出
芽痕、装飾炭水化物、非構造炭水化物、構造炭水化物、グルカン、マンナン、マンノプロ
テイン、アセチルグルコサミン、キチン、樽型孔（ｄｏｌｉｐｏｒｅｓ）、細孔キャップ
、タンパク質架橋、炭水化物架橋、タンパク質－炭水化物架橋、包埋脂質、リン脂質、グ
リセリド、ステロール、ステロールエステル、又はこれらのいずれもの組合せを含みうる
。
【０００８】
　ある態様によれば、細胞壁又は細胞壁の構造は、少なくとも実質的にインタクトなまま
である。
　再生可能な材料は、バイオ燃料又はバイオ燃料前駆体を含みうる。例えば、バイオ燃料
又はバイオ燃料前駆体は、脂質、有機酸、アミノ酸、アルコール、エステル、アルカン、
アルケン、オレフィン、パラフィン、ワックス、又はこれらの組合せを含みうる。ある態
様によれば、バイオ燃料又はバイオ燃料前駆体は、実質的に極性な材料を含みうるが、一
方、他の態様において、バイオ燃料又はバイオ燃料前駆体は、実質的に非極性な材料を含
みうる。ある態様によれば、隔壁、相、又は層は、非極性な再生可能な材料から、極性な
再生可能な材料を分離しうる。ある態様によれば、再生可能な材料は、脂質及び／又はト
リグリセリドを含む。
【０００９】
　ある態様によれば、再生可能な材料は、食品産物、医薬組成物、化粧品産物、及び／又
は工業用組成物に製造することができる。再生可能な材料から製造することができる食品
産物の例は、次を含む：ヒトの食品、動物の食品、医薬用食品、食品添加物、飲料、治療
用飲料、栄養飲料、機能性食品、補助食品、栄養補助食品、調製粉乳、妊娠及び授乳期女
性用食品、及び老人用食品。
【００１０】
　本明細書中で使用される微生物は、藻類、真菌、及び／又は細菌を含みうる。特に、真
菌は、油性酵母を含みうる。ある態様によれば、油性酵母は、Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ、
Ｐｓｅｕｄｏｚｙｍａ、又はＳｐｏｒｉｄｉｏｂｏｌｕｓ属に属しうる。特に、酵母は、
Ｓｐｏｒｉｄｉｏｂｏｌｕｓ　ｐａｒａｒｏｓｅｕｓ又はＲｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ　ｉｎ
ｇｅｎｉｏｓａでありうる。例えば、微生物は、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－１２５０８　
（ＭＫ２９４０４（Ｄｒｙ１－１３Ｊ）株）、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－１２５０９（Ｍ
Ｋ２９４０４（Ｄｒｙ１－１８２Ｊ）株）、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－１２５１０（ＭＫ
２９４０４（Ｄｒｙ１－１７３Ｎ）株）、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－１２５１１（ＭＫ２
９４０４（Ｄｒｙ５５）株）、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－１２５１２（ＭＫ２９４０４（
Ｄｒｙ４１）株）、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－１２５１３（ＭＫ２９４０４（Ｄｒｙ１）
株）、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－１２５１５（ＭＫ２９４０４（Ｄｒｙ１－１４７Ｄ）株
）、又はＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－１２５１６（ＭＫ２９４０４（Ｄｒｙ１－７２Ｄ）株
）の一つ又はそれより多くに対応しうる。もう一つの例として、微生物は、ＡＴＣＣ寄託
番号ＰＴＡ－１２５０６（ＭＫ２９７９４（ＫＤｒｙ１６－１）株）、ＡＴＣＣ寄託番号
ＰＴＡ－１２５０７（ＭＫ２９７９４（ＫＤｒｙ７）株）、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－１
２５１４（ＭＫ２９７９４（Ｋ２００Ｄｒｙ１）株）、又はＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－１
２５１７（ＭＫ２９７９４（３３Ｄｒｙ１）株）の一つ又はそれより多くに対応しうる。
【００１１】
　微生物の細胞壁を状態調節する各種の技術は、熱的処理、化学的処理、酵素的処理、及
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び／又は機械的処理を含みうる。
　処理方法は、いずれもの適した期間又は時間、例えば少なくとも約１０分、少なくとも
約２０分、少なくとも約６０分、少なくとも約１２０分、約１０分ないし約２４０分、約
１０分ないし約１５分、約２０分ないし約４０分、又は約３０分ないし約１８０分であり
うる。
【００１２】
　処理方法は、いずれもの適した温度、例えば少なくとも摂氏約５０度、少なくとも摂氏
約８０度、少なくとも摂氏約１００度、少なくとも摂氏約１２０度、摂氏約４０度ないし
摂氏約１４０度、摂氏約８０度ないし摂氏約１２０度、摂氏約８０度、又は摂氏約１００
度でありうる。
【００１３】
　処理方法は、いずれもの適した圧力、例えば常圧、完全な真空、部分的真空、それぞれ
絶対圧に基づいて、約０．１バールないし約１，０００バール、約１バールないし約１０
０バール、約１０バールないし約５０バール、又は約０．１バールないし約０．５バール
でありうる。
【００１４】
　処理方法は、いずれもの適したｐＨ、例えば約１ないし約１４、約２ないし約１４、約
２ないし約５、約７より低い、約３より低い、約２、約９より高い、又は約１２でありう
る。
【００１５】
　ある態様によれば、状態調節は、少なくとも摂氏約８０度の熱的処理温度を含みうる。
ある態様によれば、状態調節は、少なくとも約１０分の時間を含みうる。ある態様によれ
ば、状態調節は、摂氏約１２０度における約４時間の熱的処理を含みうる。
【００１６】
　細孔を通して再生可能な材料の少なくとも一部を除去することは、水性抽出技術、溶媒
抽出技術、機械的抽出技術、又はこれらの技術のいずれもの組合せを使用して達成しうる
。機械的抽出技術は、押出し、プレス機、射出（ｅｘｐｅｌｌｉｎｇ）、及び／又は類似
のことを含みうる。ある態様によれば、機械的抽出は、機械的破壊デバイスを使用して行
いうる。機械的破壊デバイスは、ホモジナイザー、ビーズミル、高剪断力混合器、又はこ
れらのいずれもの組合せを含みうる。ある態様によれば、機械的破壊デバイスは、ビーズ
ミルを含む。
【００１７】
　ある態様によれば、溶媒抽出技術は、機械的破壊デバイスの使用を排除しうる。
　ある態様によれば、微生物は、処理及び除去の前に、再生可能な材料の少なくとも重量
基準で約５０パーセントを含みえて、そして重量パーセント基準で再生可能な材料の少な
くとも約５０パーセントは、微生物から再生可能な材料を除去する間に、細孔を通して通
過しえる。微生物からの再生可能な材料の除去又は分離は、少なくとも約５０パーセント
、少なくとも約６０パーセント、少なくとも約８０パーセント、少なくとも約９０パーセ
ント、少なくとも約９５パーセント、約５０パーセントないし約９９パーセント、約８０
パーセントないし約９５パーセント、又は約９０パーセントないし約９９パーセントであ
りうる。
【００１８】
　ある態様によれば、状態調節された微生物の抽出収率は、状態調節されない微生物より
、例えば少なくとも約１０パーセント、少なくとも約２０パーセント、少なくとも約３０
パーセント、少なくとも約４０パーセント、少なくとも約５０パーセント、約２０パーセ
ントないし約４０パーセント、約４０パーセントないし約５０パーセント、状態調節され
ない微生物より改善されうる。
【００１９】
　ある態様によれば、状態調節された微生物の抽出収率は、状態調節及び除去後、少なく
とも約５０パーセント、少なくとも約６０パーセント、少なくとも約７０パーセント、少
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なくとも約８０パーセント、少なくとも約９０パーセント、少なくとも約９５パーセント
、約５０パーセントないし約９９パーセント、約８０パーセントないし約９５パーセント
でありうる。
【００２０】
　ある態様によれば、油抽出性指数は、それぞれ重量基準で、状態調節されない微生物よ
り、少なくとも約１０パーセント、少なくとも約２０パーセント、少なくとも約３０パー
セント、少なくとも約４０パーセント、少なくとも約５０パーセント、約２０パーセント
ないし約４０パーセント、約４０パーセントないし約５０パーセント増加しうる。
【００２１】
　ある態様によれば、油抽出性指数は、状態調節及び除去後、少なくとも約５０パーセン
ト、少なくとも約６０パーセント、少なくとも約７０パーセント、少なくとも約８０パー
セント、少なくとも約９０パーセント、少なくとも約９５パーセント、約５０パーセント
ないし約９９パーセント、約８０パーセントないし約９５パーセントでありうる。
【００２２】
　ある態様によれば、油回収指数は、それぞれ重量基準で、状態調節されない微生物より
、少なくとも約１０パーセント、少なくとも約２０パーセント、少なくとも約３０パーセ
ント、少なくとも約４０パーセント、少なくとも約５０パーセント、約２０パーセントな
いし約４０パーセント、約４０パーセントないし約５０パーセント増加しうる。
【００２３】
　ある態様によれば、油回収指数は、状態調節及び除去後、少なくとも約５０パーセント
、少なくとも約６０パーセント、少なくとも約７０パーセント、少なくとも約８０パーセ
ント、少なくとも約９０パーセント、少なくとも約９５パーセント、約５０パーセントな
いし約９９パーセント、約８０パーセントないし約９５パーセントでありうる。
【００２４】
　ある態様によれば、油抽出収率指数は、それぞれ重量基準で、状態調節されない微生物
より、少なくとも約１０パーセント、少なくとも約２０パーセント、少なくとも約３０パ
ーセント、少なくとも約４０パーセント、少なくとも約５０パーセント、約２０パーセン
トないし約４０パーセント、約４０パーセントないし約５０パーセント増加しうる。
【００２５】
　ある態様によれば、油抽出収率指数は、状態調節及び除去後、少なくとも約５０パーセ
ント、少なくとも約６０パーセント、少なくとも約７０パーセント、少なくとも約８０パ
ーセント、少なくとも約９０パーセント、少なくとも約９５パーセント、約５０パーセン
トないし約９９パーセント、約８０パーセントないし約９５パーセントでありうる。
【００２６】
　ある態様によれば、微生物の細胞壁を状態調節する工程は、メソ細孔及び／又はマイク
ロ細孔を含んでなる細孔を形成しうる。特に、個数基準で、状態調節後、全細孔の少なく
とも約５０パーセント、少なくとも約６０パーセント、少なくとも約７０パーセント、少
なくとも約８０パーセント、少なくとも約９０パーセント、約５０パーセントないし約９
０パーセント、約６０パーセントないし約８０パーセント、又は約８５パーセントが、メ
ソ細孔（ゼオライト表面積として測定されるような）から構成される。
【００２７】
　状態調節された微生物は、本明細書中に記載される方法のいずれかによって製造しうる
。ある態様によれば、状態調節された微生物は、約８より大きいゼオライト表面積：基質
表面積の比を有しえて、一方、状態調節されない微生物のゼオライト表面積：基質表面積
の比は約２でありうる。ある態様によれば、状態調節された微生物は、約１０、約２０、
約１００、約６ないし約１００、約８ないし約２０、又は約１０ないし約１２のゼオライ
ト表面積：基質表面積を有する。ある態様によれば、状態調節されない微生物は、約４、
約３、約１、約１ないし約４、約１．５ないし約３、又は約２ないし約２．５のゼオライ
ト表面積：基質表面積を有する。ゼオライト表面積及び基質表面積は、不均一触媒作用測
定の分析技術を使用して測定されている。
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【００２８】
　枯渇された、又は脱脂された微生物は、本明細書中に記載される方法のいずれかによっ
て製造しうる。ある態様によれば、これらの方法中で、脱脂された微生物の細胞壁は、少
なくとも実質的にインタクトなままでありうる。さらに具体的には、個数基準で、細胞壁
の少なくとも約１０パーセント、少なくとも約２０パーセント、少なくとも約３０パーセ
ント、少なくとも約４０パーセント、少なくとも約５０パーセント、少なくとも約６０パ
ーセント、少なくとも約７０パーセント、少なくとも約８０パーセント、少なくとも約９
０パーセント、少なくとも約９５パーセント、約１０パーセントないし約９９パーセント
、約４０パーセントないし約９０パーセント、又は約７０パーセントないし約９０パーセ
ントが、少なくとも実質的にインタクトなままでありうる。
【００２９】
　ある態様によれば、細胞壁の細孔は、物質が細孔を経由して細胞壁の構造を越えて輸送
されうるような、完全な細胞壁構造を貫く細胞壁構造中の孔、開口、又は開口部を意味す
る。
【００３０】
　ある態様によれば、実質的にインタクトは、細胞壁の構造の少なくとも約５０パーセン
ト、少なくとも約６０パーセント、少なくとも約７０パーセント、少なくとも約８０パー
セント、約５０パーセントないし約８０パーセント、約５０パーセントないし約６０パー
セント、約６０パーセントが構造的完全性を維持することを指す。
【００３１】
　再生可能な材料は、本明細書中に記載される方法のいずれかによって製造しうる。
　ある態様によれば、油性酵母から脂質を抽出するための方法は、熱的処理を使用して油
性酵母を状態調節して、細胞壁の多孔性を増加させること、および細胞壁が少なくとも実
質的にインタクトな、又はさもなくば完全にインタクトなまま、油性酵母から脂質を除去
することを含みうる。
【００３２】
　油性酵母から脂質を除去するために、各種の技術、例えば溶媒抽出又は機械的処理を使
用しうる。
　ある態様によれば、油性酵母は、抽出前に少なくとも約５０重量パーセントの脂質を含
みうる。さらに、油性酵母から脂質を除去する場合、脂質の少なくとも約５０重量パーセ
ントを油性酵母から除去しうる。
【００３３】
　ある態様によれば、油性酵母の状態調節は、メソ細孔及びマイクロ細孔を含んでなる細
孔を形成することを含みうる。例えば、個数基準で、形成される全細孔の少なくとも約５
０パーセント、少なくとも約６０パーセント、少なくとも約７０パーセント、少なくとも
約８０パーセント、又は少なくとも約９０パーセントが、メソ細孔（ゼオライト表面積に
よって測定されるような）でありうる。
【００３４】
　ある態様によれば、油性酵母は、状態調節前、約２のゼオライト表面積：基質表面積の
比を、そして状態調節後、約８のゼオライト表面積：基質表面積の比を含みうる。
　油性酵母を状態調節するために使用される熱的処理は、例えば、摂氏約８０度より上の
温度、約１０分より多い時間、及び約２ないし約１４のｐＨ範囲を含みうる。
【００３５】
　油性酵母から脂質を除去するために使用される機械的処理は、例えば、ホモジナイザー
、ビーズミル、高剪断力混合器、プレス機、押出し機、加圧破壊機、湿式ミル、低温ミル
、及び／又は環式ミルを使用することを含みうる。
【００３６】
　バイオ燃料は、本明細書中に記載される方法のいずれかを使用して製造しうる。
　ある態様によれば、脱脂された酵母は、実質的にインタクトであり、そしてメソ細孔を
持つ細胞壁を有しうる。
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【００３７】
　ある態様によれば、脱脂された酵母は、約２０重量パーセントより少ない細胞中に残っ
た脂質を有しうる。ある態様によれば、脱脂された酵母は、除去後、状態調節されない細
胞の全脂質含有量に対して、細胞中に残る、脂質の約１０ないし約３０重量パーセントを
有しうる。
【００３８】
　ある態様によれば、細胞壁の少なくとも約１０パーセント、少なくとも約２０パーセン
ト、少なくとも約３０パーセント、少なくとも約４０パーセント、少なくとも約５０パー
セント、少なくとも約６０パーセント、少なくとも約７０パーセント、少なくとも約８０
パーセント、少なくとも約９０パーセント、又は少なくとも約９５パーセントが、実質的
にインタクトでありうる。ある態様によれば、脱脂された酵母は、約４０ないし約８０パ
ーセントの実質的のインタクトな細胞壁を有しうる。
【００３９】
　ある態様によれば、脱脂された酵母は、個数基準で、全細孔の少なくとも約１０パーセ
ント、少なくとも約２０パーセント、少なくとも約３０パーセント、少なくとも約４０パ
ーセント、少なくとも約５０パーセント、少なくとも約６０パーセント、少なくとも約７
０パーセント、少なくとも約８０パーセント、又は少なくとも約９０パーセントの最終的
なメソ細孔含有率を有しうる。ある態様によれば、脱脂された酵母は、全細孔の約５０パ
ーセントないし約９０パーセントの最終的なメソ細孔含有率を有しうる。
【００４０】
　ある態様によれば、バイオ燃料の製造のための混合物は、実質的にインタクトな細胞壁
、及び脂質材料をもつ脱脂された油性微生物を含みうる。
　ある態様によれば、バイオ燃料の製造のための製造施設は、脂質蓄積装置、及び脂質蓄
積装置と流体連通している脂質抽出装置を含みえて、液体抽出装置は、細胞の状態調節デ
バイス及び脂質分離デバイスを含んでなる。細胞の状態調節デバイスは、一つ又はそれよ
り多い熱伝達機器の要素（例えば熱交換器）を含みえて、そして脂質分離デバイスは、一
つ又はそれより多い抽出機器の要素を含みうる。ある態様によれば、抽出機器は、機械的
破壊デバイスを含みうる。
【００４１】
　ある態様によれば、バイオ燃料を製造するための方法は、次を含みうる：糖溶液で酵母
を培養して、酵母の細胞壁中に脂質を蓄積させること；酵母を状態調節して、細胞壁に細
孔を形成するか又は細孔を拡大すること；細胞壁中の細孔を通して脂質を除去すること；
酵母から脂質を分離すること；そして例えば水素処理又はトランスエステル化によって、
脂質をバイオ燃料に転換すること。
【図面の簡単な説明】
【００４２】
　本明細書に組込まれ、そしてその一部を構成する付属する図面は、本開示の態様を例示
し、そして説明と共に、本発明の特徴、利点、及び原理を説明するために役立つものであ
る。図中：
【図１】図１は、油性微生物から再生可能な材料を抽出するための方法の一つの態様を例
示するプロセスフロー図である。
【発明を実施するための形態】
【００４３】
　本発明は、油性微生物から再生可能な材料を抽出するための方法及び系を提供し、これ
は、望ましくは、抽出される材料の高い収率並びに細胞及び細胞壁構造の最小の破壊をも
たらしうる。再生可能な材料は、バイオ燃料製造において使用することができる。微生物
からのバイオ燃料の製造は、植物（油糧種子を含む）からのバイオ燃料の製造に対して多
くの利点、例えば短い生活環、少ない労力必要性、季節及び気候への非依存性、並びに容
易な規模拡大性を有しうる。微生物の培養はまた、大きな面積の農地を必要とせず、そし
て食料生産との競合が少ない。
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【００４４】
　本明細書中で使用される場合、用語“再生可能な材料”は、好ましくは、天然の生態学
的サイクル及び／又は資源によって少なくとも一部置換することが可能な供給源及び／又
は過程に少なくとも部分的に由来する物質及び／又は品目を指す。再生可能な材料は、例
えば、化学薬品、化学薬品中間体、溶媒、接着剤、潤滑剤、モノマー、オリゴマー、ポリ
マー、バイオ燃料、バイオ燃料中間体、バイオガソリン、バイオガソリンブレンド原料、
バイオディーゼル、グリーンディーゼル、再生可能なディーゼル、バイオディーゼルブレ
ンド原料、バイオ蒸留物、バイオ木炭、バイオコークス、生物油、再生可能な建築材料、
及び／又は同種のものを幅広く含みえる。さらに具体的な例として、再生可能な材料は、
制約されるものではないが、次のいずれもの一つ又はそれより多くを含みうる：メタン、
エタノール、ｎ－ブタノール、イソブタノール、２－ブタノール、脂肪アルコール、イソ
ブテン、イソプレノイド、トリグリセリド、脂質、脂肪酸、乳酸、酢酸、プロパンジオー
ル、ブタンジオール。ある態様によれば、再生可能な材料は、一つ又はそれより多いバイ
オ燃料成分を含みうる。例えば、再生可能な材料は、アルコール、例えばエタノール、ブ
タノール、又はイソブタノール、或いは脂質を含みうる。ある態様において、再生可能な
材料は、生存生物体、例えば藻類、細菌、真菌、及び／又は同種のものに由来することが
できる。ある態様によれば、再生可能な材料は、脂質、例えばナタネ油に少なくともある
程度類似した炭素鎖長の特性を持つ脂肪酸である。
【００４５】
　用語“バイオ燃料”は、好ましくは、少なくとも部分的に再生可能な供給源に由来する
燃料及び／又は燃焼発生源として使用するために適した成分及び／又は流れを指す。バイ
オ燃料は、例えば化石燃料と比較した場合、持続可能に製造され、及び／又は大気への正
味の炭素放出の減少（全炭素生活環）を有する及び／又は正味の炭素放出を有しないこと
ができる。ある態様によれば、再生可能な供給源は、例えば地下から、採掘又は穿孔され
た材料を排除することができる。ある態様において、再生可能な供給源は、単細胞生物体
、多細胞生物体、植物、真菌、細菌、藻類、栽培された作物、非栽培作物、木材、及び／
又は同種のものを含むことができる。
【００４６】
　ある態様によれば、再生可能な供給源は微生物を含む。バイオ燃料は、輸送用燃料とし
て使用するために、例えば陸上車両、海上船舶、航空機、及び／又は同種のものにおいて
使用するために、適していることができる。さらに具体的には、バイオ燃料は、ガソリン
、ディーゼル、ジェット燃料、灯油、及び／又は同種のものを含みうる。バイオ燃料は、
発電、例えば、水蒸気発生、適した熱伝導媒体を用いたエネルギー交換、合成ガス発生、
水素発生、電力生産、及び／又は同様のことにおいて使用するために適していることがで
きる。ある態様によれば、バイオ燃料は、バイオディーゼルと石油ディーゼルのブレンド
である。
【００４７】
　用語“バイオディーゼル”は、本明細書中で使用される場合、直接的使用及び／又はデ
ィーゼル製品へのブレンド及び／又は再生可能な供給源由来のセタンの供給のために適し
た成分又は流れを指す。適したバイオディーゼル分子は、脂肪酸エステル、モノグリセリ
ド、ジグリセリド、トリグリセリド、脂質、脂肪アルコール、アルカン、ナフサ、蒸留物
範囲の材料、パラフィン性材料、芳香族材料、脂肪族化合物（直鎖、分枝鎖、及び／又は
環式）、及び／又は同種のものを含むことができる。バイオディーゼルは、圧縮着火エン
ジン、例えば自動車用ディーゼル内燃エンジン、トラック用高負荷ディーゼルエンジン、
及び／又は同種のものにおいて使用することができる。別の方法において、バイオディー
ゼルは、ガスタービン、加熱炉、ボイラー、及び／又は同種のものにおいて使用すること
もできる。ある態様によれば、バイオディーゼル及び／又はバイオディーゼルブレンドは
、工業的に受容された燃料の規格、例えばＢ５、Ｂ７、Ｂ１０、Ｂ１５、Ｂ２０、Ｂ４０
、Ｂ６０、Ｂ８０、Ｂ９９．９、Ｂ１００、及び／又は同種のものに合致するか、又はこ
れらに準拠している。
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【００４８】
　ある態様によれば、再生可能なディーゼル（水素処理された）及び／又は再生可能なデ
ィーゼルブレンドは、工業的に受容された燃料の規格、例えばＢ５、Ｂ７、Ｂ１０、Ｂ１
５、Ｂ２０、Ｂ４０、Ｂ６０、Ｂ８０、Ｂ９９．９、Ｂ１００、及び／又は同種のものに
合致するか、又はこれらに準拠している。
【００４９】
　用語“脂質”は、本明細書中で使用される場合、油、脂肪、ワックス、グリース、コレ
ステロール、グリセリド、ステロイド、ホスファチド、セレブロシド、脂肪酸、脂肪酸関
連化合物、誘導化合物、他の油状材料、及び／又は同種のものを指す。脂質は、生存細胞
中で生産することができ、そして比較的高い炭素含有量及び比較的高い水素含有量を、比
較的低い酸素含有量を伴って有することができる。脂質は、典型的には、比較的高いエネ
ルギー含有量を、例えば質量基準で含む。
【００５０】
　用語“生物体”は、本明細書中で使用される場合、相互依存的かつ従属的要素の、少な
くとも比較的複雑な構造を指し、その関係及び／又は特質は、全体の中のそれらの機能に
よって殆ど決定することができる。生物体は、機能的に分離されているが互いに依存性で
ある器官により生命活動を続けるように設計された個体を含むことができる。生物体は、
増殖、生殖、及び／又は同種のことが可能であるような生物を含むことができる。ある態
様によれば、微生物は、単一細胞（単細胞）、細胞のクラスター、又は多細胞の比較的複
雑な生物体を含む。
【００５１】
　生物体は、いずれもの適した簡単な（単）細胞生物、複雑な（多）細胞生物、及び／又
は同種のものを含むことができる。生物体は、藻類、真菌（酵母を含む）、細菌、及び／
又は同種のものを含むことができる。生物体は、微生物、例えば藍藻、細菌又は原虫を含
むことができる。生物体は、一つ又はそれより多い天然に存在する生物体、一つ又はそれ
より多い遺伝子的に改変された生物体、天然に存在する生物体及び遺伝子的に改変された
生物体の組合せ、及び／又は同種のものを含むことができる。多数の異なった生物体の組
合せによる態様は、本開示の範囲内である。いずれもの適した組合せ又は生物体の種又は
種類、例えば一つ又はそれより多い生物体（酵母及び細菌、異なった属、異なった種、又
は異なった変種）、少なくとも約二つの生物体の種、少なくとも約五つの生物体の種、約
二つの生物体の種類ないし約２０個の生物体の種、及び／又は同種のものを使用すること
ができる。
【００５２】
　一つの態様において、生物体は、例えば酵母のような、真菌界の単細胞のメンバーであ
ることができる。使用することができる油性酵母の例は、制約されるものではないが、次
の油性酵母を含む：Ｃａｎｄｉｄａ　ａｐｉｃｏｌａ、Ｃａｎｄｉｄａ　ｓｐ．、Ｃｒｙ
ｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｃｕｒｖａｔｕｓ、Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｔｅｒｒｉｃｏｌ
ｕｓ、Ｄｅｂａｒｏｍｙｃｅｓ　ｈａｎｓｅｎｉｉ、Ｅｎｄｏｍｙｃｏｐｓｉｓ　ｖｅｒ
ｎａｌｉｓ、Ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ　ｃａｒａｂｉｄａｒｕｍ、Ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ　
ｃｕｃｕｊｏｉｄａｒｕｍ、Ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ　ｈｉｓｔｅｎｄａｒｕｍ、Ｇｅｏｔ
ｒｉｃｈｕｍ　ｓｉｌｖｉｃｏｌａ、Ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ　ｖｕｌｇａｒｅ、Ｈｙｐｈ
ｏｐｉｃｈｉａ　ｂｕｒｔｏｎｉｉ、Ｌｉｐｏｍｙｃｅｓ　ｌｉｐｏｆｅｒ、Ｌｙｐｏｍ
ｙｃｅｓ　ｏｒｅｎｔａｌｉｓ、Ｌｉｐｏｍｙｃｅｓ　ｓｔａｒｋｅｙｉ、Ｌｉｐｏｍｙ
ｃｅｓ　ｔｅｔｒａｓｐｏｒｏｕｓ、Ｐｉｃｈｉａ　ｍｅｘｉｃａｎａ、Ｒｏｄｏｓｐｏ
ｒｉｄｉｕｍ　ｓｐｈａｅｒｏｃａｒｐｕｍ、Ｒｈｏｄｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ　ｔｏｒｕ
ｌｏｉｄｅｓ　Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ　ａｕｒａｎｔｉａｃａ、Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌ
ａ　ｄａｉｒｅｎｅｎｓｉｓ、Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ　ｄｉｆｆｌｕｅｎｓ、Ｒｈｏｄ
ｏｔｏｒｕｌａ　ｇｌｕｔｉｎｕｓ、Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ　ｇｌｕｔｉｎｉｓ、Ｒｈ
ｏｄｏｔｏｒｕｌａ　ｇｒａｃｉｌｉｓ、Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ　ｇｒａｍｉｎｉｓ、
Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ　ｍｉｎｕｔａ、Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ　ｍｕｃｉｌａｇｉｎ
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ｏｓａ、Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ　ｍｕｃｉｌａｇｉｎｏｓａ、Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ
　ｔｅｒｐｅｎｏｉｄａｌｉｓ、Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ　ｔｏｒｕｌｏｉｄｅｓ、Ｓｐ
ｏｒｏｂｏｌｏｍｙｃｅｓ　ａｌｂｏｒｕｂｅｓｃｅｎｓ、Ｓｔａｒｍｅｒｅｌｌａ　ｂ
ｏｍｂｉｃｏｌａ、Ｔｏｒｕｌａｓｐｏｒａ　ｄｅｌｂｒｕｅｋｉｉ、Ｔｏｒｕｌａｓｐ
ｏｒａ　ｐｒｅｔｏｒｉｅｎｓｉｓ、Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ　ｂｅｈｒｅｎｄ、Ｔｒ
ｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ　ｂｒａｓｓｉｃａｅ、Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ　ｄｏｍｅｓｔ
ｉｃｕｍ、Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ　ｌａｉｂａｃｈｉｉ、Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ
　ｌｏｕｂｉｅｒｉ、Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ　ｌｏｕｂｉｅｒｉ、Ｔｒｉｃｈｏｓｐ
ｏｒｏｎ　ｍｏｎｔｅｖｉｄｅｅｎｓｅ、Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ　ｐｕｌｌｕｌａｎ
ｓ、Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ　ｓｐ．、Ｗｉｃｋｅｒｈａｍｏｍｙｃｅｓ　ｃａｎａｄ
ｅｎｓｉｓ、Ｙａｒｒｏｗｉａ　ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ、及びＺｙｇｏａｓｃｕｓ　ｍｅ
ｙｅｒａｅ。
【００５３】
　生物体は、いずれもの適した条件下で、例えば嫌気的に、好気的に、光合成的に、ヘテ
ロトロピックに、及び／又は同種の条件下で、作動し、機能し、及び／又は生きることが
できる。ある態様によれば、酵母は、空気の存在下でヘテロトロピックに培養されうる。
【００５４】
　用語“油性物（ｏｌｅａｇｉｎｏｕｓ）”は、本明細書中で使用される場合、油を保有
すること、油を含有すること、及び／又は、油、脂質、脂肪、及び／又は他の油様材料を
産生することを指す。油性物は、生物体の全重量の少なくとも約２０重量パーセントの油
、少なくとも約３０重量パーセントの油、少なくとも約４０重量パーセントの油、少なく
とも約５０重量パーセントの油、少なくとも約６０重量パーセントの油、少なくとも約７
０重量パーセントの油、少なくとも約８０重量パーセントの油、及び／又は同種の油を産
生する生物体を含みうる。油性物は、培養中の微生物、脂質集積中の微生物、収穫条件に
おける微生物、及び／又は同種の微生物を指しうる。
【００５５】
　再生可能な材料は、微生物の細胞壁構造を変化させることによって、油性微生物から抽
出又は分離することができる。微生物の細胞壁は、構造中に小さい細孔を、例えば細胞物
質の拡散のために含有しうる。ある態様による状態調節によって、これらの細孔の個数、
大きさ及び／又は透過性は、以下に詳細に記載される各種の技術を使用して、増加させる
ことができる。微生物の細胞壁中の細孔の個数、大きさ及び／又は透過性の増加は、微生
物の内部構造中からの再生可能な材料の抽出又は除去を可能にする。微生物から再生可能
な材料を抽出する他の方法と比較して、本明細書中に記載される方法は、抽出される材料
の高い収率及び／又は細胞及び／又は細胞壁構造の最小の破壊をもたらしうる。
【００５６】
　一般的に、再生可能な材料は、細孔を形成し、開口し、及び／又は拡大するための微生
物の細胞壁を状態調節することによって、微生物から分離されうる。細孔が、十分な状態
（例えば、再生可能な材料又は脂質が通過することを可能にするために十分大きい）に達
した後、再生可能な材料の少なくとも一部が、細孔を通して、そして細胞壁構造を破壊す
ることなく、微生物から除去されうる。ある態様によれば、細胞壁の破壊は、細胞の直径
の少なくとも約５０パーセントの長さ又は直径を持つ孔、断裂又は開口を含む。ある態様
によれば、少なくとも実質的にインタクトな細胞壁は、溶解された細胞を除外する。
【００５７】
　細孔を形成し、開口し、又は拡大するための微生物の細胞壁の状態調節は、細胞壁構造
及び／又は成分を変性させることを含みうる。細胞壁構造及び／又は成分は、制約される
ものではないが、輸送タンパク質、膜内在性タンパク質、受容体タンパク質、凝集タンパ
ク質、抗原タンパク質、隔壁、出芽痕、装飾炭水化物、非構造炭水化物、構造炭水化物、
グルカン、マンナン、マンノプロテイン、アセチルグルコサミン、キチン、樽型孔（ｄｏ
ｌｉｐｏｒｅｓ）、細孔キャップ、タンパク質架橋、炭水化物架橋、タンパク質－炭水化
物架橋、包埋脂質、リン脂質、グリセリド、ステロール、ステロールエステル、及びこれ
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らの組合せを含みうる。
【００５８】
　細胞壁を状態調節するための処理工程は、熱的処理、化学的処理、酵素的処理、及び／
又は機械的処理を含みうる。これらの処理工程は、温度、水蒸気吹込み、酸処理、アルカ
リ処理、溶媒選択、及び各種の他の技術に対する適した調節を含みうる。例えば、熱的処
理は、少なくとも摂氏約８０度の温度で行い得る。これらの状態調節の処理のいずれかは
、少なくとも約１０分の時間で行い得る。また、これらの状態調節の処理は、約２ないし
約１４のｐＨの範囲で行いうる。
【００５９】
　例として、熱的処理は、摂氏約１２０度の温度で、約４時間で行いうる。細孔の大きさ
、細孔の個数、及び／又は細胞壁の透過性を増加させるための細胞壁を状態調節すること
によって、微生物中の物質は、改変された細胞壁構造を通して拡散して、再生可能な材料
の回収を可能にしうる。さらに、細胞壁が単に改変され、そして破壊されていないため、
細胞自体は少なくとも実質的にインタクトなままでありうる。
【００６０】
　状態調節後、形成された又は拡大された細孔は、マクロ細孔、メソ細孔及び／又はマイ
クロ細孔を含みうる。ある態様によれば、メソ細孔は、ゼオライト表面積として測定され
た、約２ナノメートルないし約５０ナノメートルの直径を有し、一方マイクロ細孔は約２
ナノメートルより小さい直径を有する。
【００６１】
　ある態様によれば、状態調節された微生物は、少なくとも約４ナノメートル、少なくと
も約１０ナノメートル、少なくとも約２０ナノメートル、少なくとも約４０ナノメートル
、少なくとも約５０ナノメートル、少なくとも約８０ナノメートル、約４ナノメートル、
約１０ナノメートル、約２０ナノメートル、約４０ナノメートル、約４ナノメートルない
し約４０ナノメートル、約６ナノメートルないし約２０ナノメートル、又は約２ナノメー
トルないし約１０ナノメートルの平均細孔直径を持つ細孔を含んでなる。
【００６２】
　ある態様によれば、平均細孔直径は、少なくとも約０．０１、少なくとも約０．０５、
少なくとも約０．１、約０．２、約０．０１ないし約０．１、約０．０５ないし約０．１
、又は約０．１の状態調節されない微生物の平均細孔直径に対する比を有する。
【００６３】
　ある態様によれば、細孔の全個数に基づいて、細胞壁中の全細孔の少なくとも約５０パ
ーセント、少なくとも約６０パーセント、少なくとも約７０パーセント、少なくとも約８
０パーセント、又は少なくとも約９０パーセント、約５０ないし約９０パーセント、約７
０ないし約９０パーセント、約８０ないし約９０パーセントが、状態調節後にメソ細孔で
ある。
【００６４】
　ある態様によれば、状態調節された微生物は、約８より大きいゼオライト表面積：基質
表面積の比を有しえて、一方、状態調節されない微生物のゼオライト表面積：基質表面積
の比は、約２である。例えば、油性酵母は、状態調節前に、約２のゼオライト表面積：基
質表面積の比を、そして状態調節後、約８のゼオライト表面積：基質表面積の比を有しう
る。
【００６５】
　本明細書中の方法を行いうる微生物は、制約されるものではないが、藻類、真菌、及び
細菌を含む。例えば、適した真菌は、油性酵母、例えばＲｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ、Ｐｓｅ
ｕｄｏｚｙｍａ、又はＳｐｏｒｉｄｉｏｂｏｌｕｓ属に属するものを含みうる。
【００６６】
　ある態様によれば、酵母は、Ｓｐｏｒｉｄｉｏｂｏｌｕｓ属に属する。具体的な態様に
おいて、開示される微生物は、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－１２５０８（ＭＫ２９４０４　
（Ｄｒｙ１－１３Ｊ）株）に対応する微生物である。もう一つの具体的な態様において、
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開示される微生物は、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－１２５０９（ＭＫ２９４０４（Ｄｒｙ１
－１８２Ｊ）株）に対応する微生物である。もう一つの具体的な態様において、開示され
る微生物は、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－１２５１０（ＭＫ２９４０４（Ｄｒｙ１－１７３
Ｎ）株）に対応する微生物である。もう一つの具体的な態様において、開示される微生物
は、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－１２５１１（ＭＫ２９４０４（Ｄｒｙ５５）株）に対応す
る微生物である。もう一つの具体的な態様において、開示される微生物は、ＡＴＣＣ寄託
番号ＰＴＡ－１２５１２（ＭＫ２９４０４（Ｄｒｙ４１）株）に対応する微生物である。
もう一つの具体的な態様において、開示される微生物は、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－１２
５１３（ＭＫ２９４０４（Ｄｒｙ１）株）に対応する微生物である。もう一つの具体的な
態様において、開示される微生物は、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－１２５１５（ＭＫ２９４
０４（Ｄｒｙ１－１４７Ｄ）株）に対応する微生物である。もう一つの具体的な態様にお
いて、開示される微生物は、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－１２５１６（ＭＫ２９４０４（Ｄ
ｒｙ１－７２Ｄ）株）に対応する微生物である。
【００６７】
　他の態様において、酵母は、Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ　ｉｎｇｅｎｉｏｓａ属に属する
。具体的な態様において、開示される微生物は、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－１２５０６　
（ＭＫ２９７９４（ＫＤｒｙ１６－１）株）に対応する微生物である。もう一つの具体的
な態様において、開示される微生物は、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－１２５０７（ＭＫ２９
７９４（ＫＤｒｙ７）株）に対応する微生物である。もう一つの具体的な態様において、
開示される微生物は、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－１２５１４（ＭＫ２９７９４（Ｋ２００
Ｄｒｙ１）株）に対応する微生物である。もう一つの具体的な態様において、開示される
微生物は、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－１２５１７（ＭＫ２９７９４（３３Ｄｒｙ１）株）
に対応する微生物である。
【００６８】
　再生可能な材料は、制約されるものではないが、水性抽出技術（例えばｐＨ調節）、溶
媒抽出技術（例えば極性又は非極性）、及び機械的抽出技術を含む各種の処理のいずれか
一つ又はそれより多くを使用して、細孔を経由して微生物から除去しうる。細孔又は透過
性の増加をもたらす抽出法の一つの例を図１に例示する。機械的抽出技術又は機械的処理
の例は、押出し、プレス、射出、等を含む。機械的破壊デバイス、例えばホモジナイザー
、ビーズミル、高剪断力混合器、プレス機、押し出し機、加圧破壊機、湿式ミル、乾式ミ
ル、等も、微生物から再生可能な材料を除去し、そして少なくとも実質的にインタクトな
細胞壁を伴う細胞の残骸をもたらすことを援助するために使用しうる。ある態様によれば
、溶媒抽出技術は、機械的破壊デバイスの使用を排除しうる。
【００６９】
　本明細書中に記載されるように微生物を状態調節することによって、状態調節された微
生物の抽出収率は、状態調節されない微生物より顕著に改善されうる。ある態様によれば
、重量基準で少なくとも約５０パーセントの再生可能な材料を含む微生物は、除去処理の
結果として、細孔を通過する少なくとも約５０重量パーセントの再生可能な材料を有しう
る。例えば、抽出前に少なくとも約５０重量パーセントの脂質を含む油性酵母は、少なく
とも約５０重量パーセントの細孔を通して除去される脂質を有しうる。ある態様によれば
、脱脂された酵母は、約２０重量パーセントより少ない細胞中に残る脂質を有しうる。
【００７０】
　微生物の多孔性及び透過性を測定するために使用することができる幾つかの技術が存在
し、それは以下を含む：蛍光染料及びフローサイトメトリー（例えば二酢酸フルオレセイ
ン及び臭化エチジウム）、外部プローブ分子（例えばグリコール及びポリグリコール）に
よる微生物の篩特性の測定、冷凍乾燥微生物のヘリウム置換及び窒素吸着、ポリカチオン
アッセイ（例えば２６０ｎｍにおけるＤＥＡＥ－デキストランの吸光度の測定）、及びＨ
Ｐゲル濾過。
【００７１】
　記載される微生物の性能を特徴づけるために使用される一つの測定基準は、脂肪酸抽出
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性（ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄ　ｅｘｔｒａｃｔａｂｉｌｉｔｙ）、又はＦＡＥである。本開
示による微生物のいずれかのＦＡＥは、以下の式によって計算することができる：
【００７２】
【数１】

【００７３】
　式中、ｂは、状態調節及び除去の工程後の全バイオマスであり、典型的にはグラムで測
定され；
　Ｃバイオマスは、状態調節及び除去の工程に先立つＦＡＭＥのパーセントであり、Ｃバ

イオマスは、ＦＡＭＥの全グラムをバイオマスの全グラムで割ったものとして計算され；
用語“ＦＡＭＥ”は、本明細書中で使用される場合、脂肪酸メチルエステル（ｆａｔｔｙ
　ａｃｉｄ　ｍｅｔｈｙｌ　ｅｓｔｅｒ）を指し；
　ｃバイオミールは、状態調節及び除去の工程後のＦＡＭＥのパーセントであり、ｃバイ

オミールは、ＦＡＭＥの全グラムをバイオミールの全グラムで割ったものとして計算され
；そして
　ｌは、状態調節及び除去の工程後の、しかし油回収工程に先立つ油の全質量であり、典
型的にはグラムで測定される。
【００７４】
　ある態様によれば、本明細書中に記載される方法は、微生物の油又は脂肪酸抽出性指数
の増加をもたらしうる。例えば、この方法は、少なくとも約１０重量パーセントの微生物
のＦＡＥ指数の増加をもたらしうる。ある態様によれば、ＦＡＥ指数の増加は、少なくと
も約２０重量パーセント、少なくとも約３０重量パーセント、又は少なくとも約４０重量
パーセントでありうる。
【００７５】
　ある態様によれば、ヘキサンによる油回収後、油の質量（Ｌ）が測定される。ヘキサン
による油回収後のＦＡＭＥもさらに測定される。ある態様において、ＦＡＭＥ測定に先立
ち、当技術において既知の真空蒸発が試料に対して行われる。
【００７６】
　本開示による微生物のいずれかの油抽出収率は、以下の式によって計算することができ
る：
【００７７】
【数２】

【００７８】
　式中、Ｂは、状態調節及び除去の工程に先立つ全バイオマスであり、典型的にはグラム
で測定され；
　Ｃバイオマスは、状態調節及び除去の工程に先立つＦＡＭＥのパーセントであり、Ｃバ

イオマスは、ＦＡＭＥの全グラムをバイオマスの全グラムで割ったものとして計算され；
　Ｃ油は、状態調節及び除去並びに油回収の工程後のＦＡＭＥのパーセントであり、Ｃ油

は、ＦＡＭＥの全グラムを油の全グラムで割ることによって計算され；そして
　Ｌは、状態調節及び除去並びに油回収の工程後の油の全質量であり、典型的にはグラム
で測定される。微生物又は発酵ブロスからこれらの測定値を得ることは、当業者の能力の
範囲内である。
【００７９】
　ある態様によれば、本明細書中に記載される方法は、微生物の油抽出収率の増加をもた
らしうる。例えば、この方法は、少なくとも約１０重量パーセントの微生物の油抽出収率
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の増加をもたらしうる。ある態様によれば、油抽出収率の増加は、少なくとも約２０重量
パーセント、少なくとも約３０重量パーセント、又は少なくとも約４０重量パーセントで
ありうる。
【００８０】
　油回収指数は、油抽出性に対する油抽出収率の比である。ある態様によれば、本明細書
中に記載される方法は、少なくとも約１０重量パーセントの油回収指数の増加をもたらし
うる。ある態様によれば、油回収指数の増加は、少なくとも約２０重量パーセント、少な
くとも約３０重量パーセント、又は少なくとも約４０重量パーセントでありうる。
【００８１】
　細胞壁の状態調節及び細孔を通した再生可能材料の除去により、細胞壁は、少なくとも
実質的にインタクトなままでありうる。ある態様によれば、個数基準で、細胞壁の少なく
とも約１０パーセント、少なくとも約２０パーセント、少なくとも約３０パーセント、少
なくとも約４０パーセント、少なくとも約５０パーセント、少なくとも約６０パーセント
、少なくとも約７０パーセント、少なくとも約８０パーセント、少なくとも約９０パーセ
ント、又は少なくとも約９５パーセントが、少なくとも実質的にインタクトなままである
。ある態様によれば、個数基準で、細胞壁の約５０パーセントないし約８０パーセントが
インタクトなままである。
【００８２】
　ある態様によれば、状態調節及び除去後、微生物は、個数基準で、全細孔の少なくとも
約１０パーセント、少なくとも約２０パーセント、少なくとも約３０パーセント、少なく
とも約４０パーセント、少なくとも約５０パーセント、少なくとも約６０パーセント、少
なくとも約７０パーセント、少なくとも約８０パーセント、又は少なくとも約９０パーセ
ントの最終メソ細孔含有率となりうる。ある態様によれば、微生物は、全細孔の約５０パ
ーセントないし約９０パーセントの最終メソ細孔含有率を有する。
【００８３】
　本明細書中に開示されるような再生可能な材料は、非ヒト動物又はヒトのための食品、
補助食品、化粧品、又は医薬組成物の製造のために使用することができる。再生可能な材
料は、次の非制約的例へと製造することができる：食品産物、医薬組成物、化粧品、及び
工業的組成物。ある態様によれば、再生可能な材料は、バイオ燃料又はバイオ燃料前駆体
である。
【００８４】
　食品産物は、動物又はヒトの消費のためのいずれもの食品であり、そして固体及び液体
組成物の両方を含む。食品産物は、動物又はヒトの食品に対する添加物であることができ
、そして医療食品を含む。食品は、制約されるものではないが、通常の食品；ミルク、飲
み物、治療用飲料、及び栄養飲料を含む液体産物；機能性食品；補助食品；栄養補助食品
；未熟児用処方を含む調整粉乳；妊娠及び授乳期女性のための食品；成人用食品；老人用
食品；及び動物用食品を含む。ある態様において、本明細書中に開示される微生物、再生
可能な材料、又は他の生物産物は、以下の一つ又はそれより多くの中の添加物として、直
接使用されるか、又は含まれることができる：油、ショートニング、スプレッド、他の脂
肪成分、飲み物、ソース、酪農食品又は大豆食品（例えばミルク、ヨーグルト、チーズ及
びアイスクリーム）、焼成製品、例えば栄養補助食品（カプセル又は錠剤の形態の）とし
ての栄養分産物、ビタミン補助食品、食餌補助食品、粉末飲料、完成又は半完成粉末食品
産物、及びこれらの組合せ。
【００８５】
　先に記述したように、再生可能な材料は、バイオ燃料又はバイオ燃料前駆体でありうる
。さらに具体的には、再生可能な材料は、脂質、有機酸、アミノ酸、アルコール、エステ
ル、アルカン、アルケン、オレフィン、パラフィン、ワックス、又はこれらのいずれもの
組合せを含みうる。ある態様によれば、再生可能な材料は、実質的に極性な材料、又は実
質的に非極性な材料を含みうる。ある態様によれば、隔壁、相、又は層は、非極性の再生
可能な材料から、極性な再生可能な材料を分離しうる。
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【００８６】
　バイオ燃料を製造するための方法も、さらに本明細書中に含まれる。ある態様によれば
、バイオ燃料を製造するための方法は、酵母を糖で培養して、酵母の細胞壁中に脂質を集
積させ；酵母を状態調節して、細胞壁中の細孔を形成し又は拡大し；細胞壁中の細孔を通
して脂質を除去し；酵母から脂質を分離し；そして脂質をバイオ燃料に転換することを含
む。脂質は、例えば、水素処理又はエステル転移反応の使用によりバイオ燃料に転換され
うる。バイオ燃料を製造するための混合物は、実質的にインタクトな細胞壁をもつ脱脂さ
れた油性微生物、及び脂質物質を含みうる。
【００８７】
　ある態様によれば、本発明は、バイオ燃料を製造するための製造施設に向けられうる。
ある態様によれば、製造施設は、脂質集積装置、及び脂質集積装置と流体連通している脂
質抽出装置を含みうる。脂質抽出装置は、細胞状態調節デバイス及び脂質分離デバイスを
含みうる。細胞状態調節デバイスは、熱伝達機器の一つ又はそれより多い要素を含みうる
。脂質分離デバイスは、抽出機器の一つ又はそれより多い要素を含みうる。
【００８８】
　ある態様によれば、本発明は、脱脂された微生物、再生可能な材料、及び／又は本明細
書中に記載される方法のいずれかによって製造されるバイオ燃料に向けられうる。
【実施例】
【００８９】
　実施例１
　この実験において、微生物ＭＫ２９４０４－Ｄｒｙ１は、スクロース限定培地の発酵ブ
ロス中にあった。状態調節工程中に、発酵ブロスを８０℃で３時間加熱してから、微生物
を含有するブロスをドラム乾燥させた。除去工程中に、ドラム乾燥させた材料を、その後
ヘキサン中に１：５と１：１２（油：ヘキサン）との間の比で、いずれもの撹拌を伴わず
に、室温で３０分から１日の間浸漬した。これは、残留バイオマスを分析し、そして溶媒
中に溶解された油の量を決定することによって決定された３３パーセントと４３パーセン
トの間の油抽出性をもたらした。この材料を、顕微鏡下で観察し、そして細胞の９５パー
セントより多くが、インタクトである、即ち細胞破壊がないように見受けられた。
【００９０】
　実施例２
　この実施例において、微生物ＭＫ２９４０４－Ｄｒｙ１は、スクロース限定培地の発酵
ブロス中にあった。状態調節工程中に、微生物を含有するブロスを、ビーズミルを通して
３８０ｍｌ／分で３回加工した（３回通過）。除去工程中に、材料の試料を乾燥（冷凍乾
燥器を使用）させ、そして油抽出性について分析した。乾燥試料（３ｇ）を（３０ｍｌ）
ヘキサンで洗浄し、そして試料の脂肪含有量を決定することによって決定された油抽出性
は、概略８５パーセントの油抽出性をもたらした。
【００９１】
　実施例３
　この実施例において、微生物ＭＫ２９４０４－Ｄｒｙ１は、スクロース限定培地の発酵
ブロス中にあった。状態調節工程中に、発酵ブロスを８０℃で１時間加熱してから、付加
的高温前処理をした。発酵ブロスの一部（８０リットルの発酵ブロスの１０リットル）の
高温前処理は、摂氏１２１度で４時間行った。除去工程中に、材料の試料を乾燥（冷凍乾
燥器を使用）させ、そして油抽出性について分析した。乾燥試料（３ｇ）を（３０ｍｌ）
ヘキサンで洗浄し、そして試料の脂肪含有量を決定することによって決定された前処理さ
れた発酵ブロスの油抽出性は、＞７６パーセントであり、これは、実施例１の試料に対し
て改善されていた。
【００９２】
　次いで、前処理された発酵ブロスを、ビーズミルを３８０ｍｌ／分の速度で通過させ（
１回通過）、得られた試料は＞９３パーセントの油抽出性を有していた。実施例１のよう
に、視覚検査では、細胞は、ビーズミルによる加工に先立ち全細胞であるように見受けら
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【００９３】
　試料が３回通過ではなく１回通過を受けたことから、高い油抽出性がより少ない機械的
破壊により達成されたので、この実施例の方法も実施例２に対して改善されている。
　実施例４
　この実施例において、低温殺菌した全細胞の酵母バイオマスの三つの試料を、状態調節
し、そして比較した。それぞれの試料を、分析の何日も前に除去し、そしてそれぞれの試
料を四つの精製工程にかけた。微孔分析のためにアルゴンを使用した（８７．３度ケルビ
ンで）。表１に、当該三つの試料それぞれについての、抽出可能な油（Ｅｘ．Ｏｉｌ）、
ｍ２／ｇｍの全比表面積（ｔｏｔａｌ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｓｕｒｆａｃｅ　ａｒｅａ）
（ＴＳＡ）、ｍ２／ｇｍの基質（メソ細孔）比表面積（ｍａｔｒｉｘ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ
　ｓｕｒｆａｃｅ　ａｒｅａ）（ＭＳＡ）、ｍ２／ｇｍのゼオライト（マイクロ細孔）比
表面積（ｚｅｏｌｉｔｅ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｓｕｒｆａｃｅ　ａｒｅａ）（ＺＳＡ）、
ゼオライト表面積／基質表面積の比（Ｚ／Ｍ）、及びゼオライト表面積／全表面積の比（
Ｚ／ＴＳＡ）を含むデータを提供する。
【００９４】
【表１】

【００９５】
　表１に示すように、それぞれの事例において、状態調節された試料のゼオライト表面積
／基質表面積の比は、８よりも高かった。
　当業者にとって、開示された構造及び方法に、本発明の範囲及び思想から逸脱すること
なく各種の改変及び変更を行うことができることは明白である。特に、いずれか一つの態
様の記載を、記載又は他の態様と自由に組み合わせて、二つ又はそれより多い要素又は制
約の組合せ及び／又は変更をもたらすことができる。本発明の他の態様は、本明細書中に
開示される本発明の明細書及び実行を考慮して、当業者にとって明白となる。明細書及び
実施例は、例示のみと考えられ、本発明の真の範囲及び思想は、以下の特許請求の範囲に
よって示されることは意図されている。
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【手続補正書】
【提出日】平成27年3月4日(2015.3.4)
【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】
　微生物からの再生可能材料の分離のための方法であって：
　再生可能な材料を含有する微生物の細胞壁を状態調節して、細孔を形成し、開口し又は
拡大し；そして
　細孔を通して再生可能な材料の少なくとも一部を除去すること；
を含んでなる、前記方法。
【請求項２】
　細胞壁が、少なくとも実質的にインタクトのままである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　微生物が、油性酵母を含んでなる、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　油性酵母が、Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ、Ｐｓｅｕｄｏｚｙｍａ、又はＳｐｏｒｉｄｉｏ
ｂｏｌｕｓ属に属する、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　状態調節が、摂氏約１２０度における約４時間の熱的処理を含んでなる、請求項１～４
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
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　除去することが、ホモジナイザー、ビーズミル、高剪断力混合器、又はこれらのいずれ
もの組合せを含んでなる機械的破壊デバイスの使用を含んでなる、請求項１～５のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項７】
　微生物が、重量基準で少なくとも約２０パーセントの再生可能な材料を含んでなり；そ
して
　重量パーセント基準で、再生可能な材料の少なくとも約５０パーセントが、除去の工程
中に細孔を通して通過する；
請求項１～６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　状態調節後、個数基準で、全細孔の少なくとも５０パーセントが、メソ細孔で構成され
る、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　請求項１～８のいずれか１項の方法によって製造される脱脂された微生物。
【請求項１０】
　個数基準で、細胞壁の少なくとも約５０パーセントが、少なくとも実質的にインタクト
なままである、請求項９に記載の脱脂された微生物。
【請求項１１】
　油性酵母からの脂質の抽出のための方法であって：
　油性酵母を熱的処理によって状態調節して、細胞壁の多孔性を増加させ；そして
　実質的にインタクトな細胞壁をもつ油性酵母から脂質を除去すること；
を含んでなる、前記方法。
【請求項１２】
　油性酵母が、抽出前に、少なくとも約５０重量パーセントの脂質を含んでなる、請求項
１１に記載の方法。
【請求項１３】
　除去することが、油性酵母から脂質の少なくとも約５０重量パーセントを除去すること
を含んでなる、請求項１１又は１２に記載の方法。
【請求項１４】
　個数基準で、形成された全細孔の少なくとも約５０パーセントがメソ細孔である、請求
項１１～１３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　熱的処理が、摂氏約８０度より上の温度、少なくとも約１０分の時間、及び約２～約１
４のｐＨの範囲を含んでなる、請求項１１～１４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　バイオ燃料の製造のための方法であって：
　酵母を糖で培養して、酵母の細胞壁中に脂質を集積させ；
　酵母を状態調節して、細胞壁中に細孔を形成し、又はそれを拡大し；
　細胞壁中の細孔を通して脂質を除去し；
　酵母から脂質を分離し；そして
　脂質をバイオ燃料に転換すること；
を含んでなる、前記方法。
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