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(57)【要約】
　改善された阻害因子プロファイルを有する発酵性糖の放出のためにバイオマスを処理す
る方法。具体的には、改善された阻害因子プロファイル有する発酵性糖を含む加水分解産
物を、適切な反応条件下でアンモニアを用いてバイオマスを前処理して得られる反応生産
物の糖化により得る。前処理バイオマス反応生産物は、約１％を超えるアセトアミドとア
セテートのモル比および６０％を超えるアセチル変換を有する。アセトアミドとアセテー
トのモル比は、糖化を通して約１より大きく維持される。この加水分解産物は標的化合物
に発酵させることができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　改善された阻害因子プロファイルを有する発酵性糖の放出のためにバイオマスを処理す
る方法であって、
　ａ）適切な反応条件下で、アンモニアを用いてバイオマスを処理するステップであって
、前記条件が、約１を超えるアセトアミドとアセテートのモル比および６０％を超えるア
セチル変換を有する前処理バイオマス反応生産物を提供し、前記適切な反応条件が、およ
そ低大気圧から１０気圧未満の圧力を含むステップと、
　ｂ）少なくとも１種の糖化酵素を用いて前記前処理バイオマス反応生産物を糖化するス
テップであって、発酵性糖を含む加水分解産物が生産され、前記加水分解産物が、約１未
満のアセトアミドとアセテートのモル比を有する前処理バイオマス反応生産物を糖化する
ことに比較して、改善された阻害因子プロファイルを有するステップと、
　ｃ）ステップ（ｂ）の糖化の間、前記アセトアミドとアセテートのモル比を約１より大
きく維持するステップと
を含む方法。
【請求項２】
　糖類を標的生産物に発酵させることができる、ある接種量のシード細胞を加えることに
より加水分解産物を発酵させて、標的生産物を生産させるステップをさらに含む、請求項
１に記載の方法。
【請求項３】
　糖類を標的生産物に発酵させる方法であって、
　ａ）約１を超えるアセトアミドとアセテートのモル比を有する、請求項１に記載の加水
分解産物を提供するステップと、
　ｂ）糖類を標的生産物に発酵させることができる、ある接種量のシード細胞を前記加水
分解産物に加えるステップであって、前記接種物が加水分解産物の約０．１パーセントか
ら約１０パーセントであるステップと、
　ｃ）加水分解産物を発酵させて標的生産物を含む発酵混合物を提供するステップと
を含む方法。
【請求項４】
　加水分解産物が、１未満のアセトアミドとアセテートのモル比を有する加水分解産物に
比較して、接種物の改善された細胞増殖速度を提供する、請求項２または３に記載の方法
。
【請求項５】
　加水分解産物の発酵が、１未満のアセトアミドとアセテートのモル比を有する加水分解
産物の発酵に比較して、低接種量のシード細胞で開始される、請求項２または３に記載の
方法。
【請求項６】
　アセチル変換が７０％を超える、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　糖化による全キシロース収率が、約１％未満のアセトアミドとアセテートのモル比およ
び６０％を超えるアセチル変換を有する前処理バイオマス反応生産物の糖化と比較して改
善されている、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　バイオマスが、ステップ（ａ）において少なくとも約６０質量パーセントの乾燥物質含
量を有している、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　適切な反応条件が、約２０：１未満の水とアンモニアの質量比を含む、請求項１に記載
の方法。
【請求項１０】
　適切な反応条件が、約６０％を超えるシステム固形物負荷を含む、請求項１に記載の方
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法。
【請求項１１】
　バイオマスが、ステップ（ａ）の前に事前処理されている、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　適切な反応条件が、約４℃から約２００℃の温度および３０日以下の反応時間を含む、
請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　温度が約２０℃から約１２１℃であり、反応時間が約１００時間以下である、請求項１
３に記載の方法。
【請求項１４】
　標的生産物が、エタノール、ブタノール、および１，３－プロパンジオールからなる群
から選択される、請求項２または３に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は２００９年１０月１２日に出願された米国仮特許出願第６１／２５０５９８号
明細書の優先権利益を主張するものであり、その内容全体を参照によって本明細書に組み
込むものとする。
【０００２】
　発酵性糖を得るためにバイオマスを処理する方法が提供される。具体的には、改善され
た阻害因子プロファイルを有する発酵性糖の放出のためにアンモニアを用いてバイオマス
を処理する方法が記載される。さらに、糖類を標的生産物に発酵させるための改善方法が
記載される。
【背景技術】
【０００３】
　微生物によるエタノール生産は化石燃料に対する代替エネルギー源を提供し、最新研究
の重要な領域である。セルロース系加水分解産物は、微生物によるエタノール生産のため
の発酵媒体となる糖類の再生可能資源として望ましい。セルロース系加水分解産物は、一
般に前処理および糖化によりバイオマスから生産される。様々な前処理方法が、バイオマ
スのアンモニア前処理を含めて知られている。
【０００４】
　例えば、乾燥物質含量の少なくとも６０％を占めるリグノセルロースを含有するわらお
よび他の植物原料のアンモニア処理のための方法が、米国特許第４，０６４，２７６号明
細書に開示されている。無水アンモニアが使用され、アンモニア含浸原料が環境温度で少
なくとも１０日間放置される。
【０００５】
　米国特許第５，０３７，６６３号明細書は、セルロースおよび／またはヘミセルロース
含有飼料原料を液体アンモニアにより処理する工程について開示しており、この工程では
、乾燥繊維に対するアンモニアの質量比を、原料約１部に対してアンモニア約０．５から
約１０部まで変動させることができる。一般に、最適水分含量は乾燥量基準によると全水
分について約１０から約４０％になり、約１５０から約５００ｐｓｉの処理圧力を使用す
ることができる。次いで、処理後、圧力は大気圧まで迅速に下げられる。
【０００６】
　米国特許出願公開第２００７／００３１９１８号明細書は、高固形物濃度および低アン
モニア濃度の条件下でバイオマスを前処理する方法について開示している。使用されるア
ンモニア濃度は最小で、バイオマス－水性アンモニア混合物のｐＨをアルカリ性に維持す
るのに十分な濃度であり、最大で、バイオマスの乾燥質量に対して約１２質量パーセント
未満になる濃度である。バイオマスの乾燥質量は、バイオマス－水性アンモニア混合物質
量の少なくとも約１５％から約８０％の初期濃度である。



(4) JP 2013-507130 A 2013.3.4

10

20

30

40

50

【０００７】
　米国特許出願公開第２００８／０００８７８３号明細書は、ヘミセルロースおよびセル
ロースを含む植物ポリマーの反応性を高めるために植物バイオマスを処理する方法であっ
て、粉砕され、水分含量が変動する植物バイオマスを液体状態もしくは蒸気状態の無水ア
ンモニア、および／または液体状態または蒸気状態の濃アンモニア：水混合物と接触させ
、アンモニアと乾燥バイオマスの比が約０．２対１と１．２対１との間にあり、水と乾燥
バイオマスの比が約０．２対１．０と１．５対１との間にある混合物を得ることを含む方
法について開示している。温度は約５０℃と１４０℃との間に維持され、圧力は、処理バ
イオマスを形成させるために容器からアンモニアを放出することにより迅速に解放される
。
【０００８】
　セルロース系加水分解産物は、典型的には生体触媒の増殖および生成に有害になり得る
物質を含有している。例えば、アセテートは、ザイモモナス・モビリス（Ｚｙｍｏｍｏｎ
ａｓ　ｍｏｂｉｌｉｓ）に阻害的であることが示されてきたセルロース系加水分解産物中
に、日常的に加水分解産物中に見出される濃度で存在する普通の生産物である（Ｒａｎａ
ｔｕｎｇａら（１９９７）Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　６７：１８５～１９８）。
【０００９】
　改善された阻害因子プロファイルを有する、糖化後の加水分解産物を提供する、アンモ
ニアを用いてバイオマスを前処理する方法が望ましい。改善された阻害因子プロファイル
を有する加水分解産物は、糖類の標的生産物への発酵で使用するには有利であり、経済的
利益を提供することができよう。
【発明の概要】
【００１０】
　本発明は、改善された阻害因子プロファイルを有する発酵性糖の放出のためにバイオマ
スを処理する方法を提供する。本方法は、適切な反応条件下である量のアンモニアを用い
てバイオマスを処理して、約１より大きいアセトアミドとアセテートのモル比および６０
％より高いアセチル変換を有する前処理バイオマス反応生産物を提供するステップと、糖
化段階を通して、アセトアミドとアセテートのモル比を約１より大きく維持しながら、少
なくとも１種の糖化酵素を用いて反応生産物を糖化するステップとを含む。適切な反応条
件には、およそ低大気圧から１０気圧未満の圧力、約２０：１未満の水とアンモニアの質
量比、約４℃から約２００℃の温度、３０日以下の反応時間、および約６０％超のシステ
ム固形物負荷が含まれる。
【００１１】
　本発明の一実施形態では、
　ａ）適切な反応条件下で、ある量のアンモニアを用いてバイオマスを処理するステップ
であって前記条件が、約１より大きいアセトアミドとアセテートのモル比および６０％よ
り高いアセチル変換を有する前処理バイオマス反応生産物を提供し、前記適切な反応条件
が、およそ低大気圧から１０気圧未満の圧力を含むステップと、
　ｂ）酵素共同体を用いて前処理バイオマス反応生産物を糖化するステップであって、発
酵性糖を含む加水分解産物が生産され、前記加水分解産物が、約１未満のアセトアミドと
アセテートのモル比を有する前処理バイオマス反応生産物を糖化することに比較して、改
善された阻害因子プロファイルを有するステップと、
　ｃ）ステップ（ｂ）の糖化の間、アセトアミドとアセテートのモル比を約１より大きく
維持するステップと
を含む方法が提供される。
【００１２】
　ある実施形態では、本方法は、糖類を標的生産物に発酵させることができる、ある接種
量のシード細胞を加えることにより加水分解産物を発酵させて、標的生産物を生産させる
ステップをさらに含むことができる。ある実施形態では、アセチル変換は７０％より高い
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。ある実施形態では、糖化による全キシロース収率は、約１％未満のアセトアミドとアセ
テートのモル比および６０％より高いアセチル変換を有する前処理バイオマス反応生産物
の糖化と比較して、改善されている。ある実施形態では、ステップ（ａ）において、バイ
オマスは少なくとも約６０質量パーセントの乾燥物質含量を有している。ある実施形態で
は、バイオマスは、ステップ（ａ）の前に事前処理されている。ある実施形態では、温度
は約２０℃から約１２１℃であり、反応時間は約１００時間以下である。
【００１３】
　本発明は、糖類を標的生産物に発酵させる方法を提供する。本方法は、約１より大きな
アセトアミドとアセテートのモル比を有する加水分解産物を提供するステップと、この加
水分解産物にある接種量の適切なシード細胞を加えるステップと、加水分解産物を発酵さ
せて標的生産物を含む発酵混合物を提供するステップとを含む。加水分解産物は、上述の
ように、前処理バイオマス反応生産物を糖化することにより得ることができる。本発明の
一実施形態では、糖類を標的生産物に発酵させる改善された方法であって、
　ａ）約１より大きなアセトアミドとアセテートのモル比を有する加水分解産物を提供す
るステップと、
　ｂ）糖類を標的生産物に発酵させることができる、ある接種量のシード細胞を加えるス
テップであって、接種物が加水分解産物の約０．１パーセントから約１０パーセントであ
るステップと、
　ｃ）加水分解産物を発酵させて標的生産物を含む発酵混合物を提供するステップと
を含む方法を提供する。
【００１４】
　ある実施形態では、この加水分解産物は、１未満のアセトアミドとアセテートのモル比
を有する加水分解産物に比較して、前記接種物の改善された増殖速度を提供する。ある実
施形態では、この加水分解産物の発酵は、１未満のアセトアミドとアセテートのモル比を
有する加水分解産物の発酵に比較して、低接種量のシード細胞で開始される。ある実施形
態では、標的生産物は、エタノール、ブタノール、および１，３ープロパンジオールから
なる群から選択される。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本発明は、改善された阻害因子プロファイルを有する発酵性糖の放出のためにバイオマ
スを処理する方法を提供する。本方法は、適切な反応条件下で、ある量のアンモニアを用
いてバイオマスを処理して、約１より大きなアセトアミドとアセテートのモル比および６
０％より高いアセチル変換を有する前処理バイオマス反応生産物を提供するステップと、
糖化の間、アセトアミドとアセテートのモル比を約１より大きく維持しながら、酵素共同
体を用いて反応生産物を糖化するステップとを含む。
【００１６】
　さらに、本発明は糖類を標的生産物に発酵させる方法を提供する。本方法は、約１より
大きいアセトアミドとアセテートのモル比を有する加水分解産物を提供するステップと、
この加水分解産物にある接種量のシード細胞を加えるステップと、加水分解産物を発酵さ
せて標的生産物をふくむ発酵混合物を提供するステップとを含む。加水分解産物は、糖化
の間、アセトアミドとアセテートのモル比を維持しながら、前処理バイオマスを糖化する
ことにより生産される。接種物は、加水分解産物の約０．１パーセントから約１０パーセ
ントである。
【００１７】
　出願人らは、本開示中のすべての引用文献の内容全体を具体的に組み込むものとする。
さらに、量、濃度、または他の値もしくはパラメーターが、ある範囲、好ましい範囲、ま
たはより高い好ましい値とより低い好ましい値のリストのいずれかとして与えられる場合
、これは、任意のより高い範囲限界または好ましい値と任意のより低い範囲限界または好
ましい値との任意のペアから形成されるあらゆる範囲を、範囲が別々に開示されるか否か
にかかわりなく具体的に開示するものとして理解されるべきである。本明細書中で数値の
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範囲が挙げられる場合、特に指定のない限り、同範囲は、その端点、ならびに範囲内のす
べての整数および分数を含むように意図されている。本発明の範囲は、範囲を規定する場
合に挙げられる特定の値に限定されるようには意図されていない。
【００１８】
定義
　本開示では以下の定義が使用される。
【００１９】
　本明細書中で使用されるとき、用語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）」、「含む（ｃｏｍ
ｐｒｉｓｉｎｇ）」、「含む（ｉｎｃｌｕｄｅｓ）」、「含む（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」
、「有する（ｈａｓ）」、「有する（ｈａｖｉｎｇ）」、「含有する（ｃｏｎｔａｉｎｓ
）」、もしくは「含有する（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ）」、またはその任意の他の変化形は
、非限定的包含を表すことが意図されている。例えば、要素のリストを含む組成物、混合
物、工程、方法、物品、または装置は、必ずしもそれらの要素のみに限定されず、明示的
にリストされていない、またはそのような組成物、混合物、工程、方法、物品、または装
置に固有の他の要素を含むことができる。さらに、明示的にその反対を述べていない限り
、「または（ｏｒ）」は、包括的または（ｏｒ）を意味し、排他的または（ｏｒ）を意味
しない。例えば、「条件ＡまたはＢ」は、以下のいずれか一つを満足する：Ａは真であり
（または存在し）かつＢは偽である（または存在しない）、Ａは偽であり（または存在せ
ず）かつＢは真である（または存在する）、ならびに、ＡおよびＢは両方とも真である（
または存在する）。
【００２０】
　さらに、本発明の要素または成分の前にある不定冠詞「１つの（ａ）」および「１つの
（ａｎ）」は、その要素または成分の実例（すなわち存在）の数に関して非限定的になる
ように意図されている。したがって、「１つの（ａ）」または「１つの（ａｎ）」は、１
つまたは少なくとも１つを含むと理解されるべきであり、要素または成分の単数語形もま
た、その数が明示的に単数であることが示されない限り、複数を含んでいる。
【００２１】
　温度に関連して使用されるとき、「室温」および「環境」は約１５℃から約２５℃の任
意の温度を指す。
【００２２】
　「発酵性糖」は、標的生産物を生産するために発酵工程の中で微生物によって炭素源と
して使用することができる単糖および多糖を含む糖類を指す。
【００２３】
　「単糖（ｍｏｎｏｍｅｒｉｃ　ｓｕｇａｒ）」または「単糖（ｓｉｍｐｌｅ　ｓｕｇａ
ｒ）」は、１つのペントースまたはヘキソース単位からなる（例えばグルコース）。
【００２４】
　「リグノセルロース系」はリグニンおよびセルロースの両方を含む原料を指す。リグノ
セルロース系原料はまた、ヘミセルロースを含んでもよい。
【００２５】
　「セルロース系」はセルロースを含む組成物を指す。
【００２６】
　「アセチル変換」は、酢酸アンモニウム（加水分解から）またはアセトアミド（アンモ
ノリシスから）と平衡にある酢酸を生産するためのバイオマスアセチルエステル基の加水
分解またはアンモノリシスを指す。
【００２７】
　「標的生産物」は、発酵により生産される化学物質、燃料、または化学ビルディングブ
ロックを指す。生産物は、幅広い意味で使用され、例えば、ペプチド、酵素、および抗体
を含むタンパク質などの分子を含む。また、エタノールおよびブタノールも標的生産物の
定義内と考えられる。
【００２８】
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　「バイオマスの乾燥質量」は、すべてまたは実質的にすべての水が除去されたバイオマ
スの質量を指す。乾燥質量は、典型的には、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｆｏｒ
　Ｔｅｓｔｉｎｇ　ａｎｄ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ（ＡＳＴＭ）のＳｔａｎｄａｒｄ　Ｅ１
７５６－０１（Ｓｔａｎｄａｒｄ　Ｔｅｓｔ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　Ｄｅｔｅｒｍｉｎ
ａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｏｔａｌ　Ｓｏｌｉｄｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｍａｓｓ）またはＴｅｃｈ
ｎｉｃａｌ　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｐｕｌｐ　ａｎｄ　Ｐａｐｅｒ　
Ｉｎｄｕｓｔｒｙ，Ｉｎｃ．（ＴＡＰＰＩ）のＳｔａｎｄａｒｄ　Ｔ－４１２　ｏｍ－０
２（Ｍｏｉｓｔｕｒｅ　ｉｎ　Ｐｕｌｐ，Ｐａｐｅｒ　ａｎｄ　Ｐａｐｅｒｂｏａｒｄ）
に従って測定される。バイオマスの乾燥質量はバイオマスの乾燥物質含量と同義である。
【００２９】
　「システム固形物負荷」は、システム内のバイオマスの乾燥質量を、水、アンモニア、
およびバイオマス、ならびに前処理工程への他の添加物を含めた全システム質量で割った
ものを指す。
【００３０】
　本明細書中で使用する「バイオマス」および「リグノセルロース系バイオマス」は、セ
ルロース系およびヘミセルロース系原料、例えばバイオエネルギー作物、農業残渣、都市
固体廃棄物、産業固体廃棄物、工場廃棄物、木材、林業廃棄物、およびそれらの組合せ、
ならびに以下に記載のものも含む任意のリグノセルロース系原料を指す。バイオマスは、
多糖およびオリゴ糖を含む炭水化物を含有し、さらにタンパク質および／または脂質など
追加の成分を含んでもよい。
【００３１】
　「改善された阻害因子プロファイル」は、任意の公知の発酵阻害因子のレベルが低下し
ている阻害因子プロファイルを意味する。発酵阻害因子の例にはアセテートおよび酢酸が
ある。
【００３２】
　「細胞増殖速度」は、発酵中の微生物の最大指数関数的増殖速度を意味する。この速度
は、微生物増殖培養物のｌｎ（ＯＤ）対時間のプロットに対して引かれた直線の傾きとし
て測定され、ｈｒ-1の単位を有する。
【００３３】
　「ＯＤ」は微生物培養物の測定光学密度で、単位容積当たりの細胞の総数に比例する。
【００３４】
　「初期の増殖ラグ」は、微生物の増殖培養物が、増殖培地の中へイノキュレートされた
後にその最大指数関数的増殖速度に到達するのに必要な時間を意味する。このラグは、ｌ
ｎ（ＯＤ）対時間のプロットの傾きを測定する線と０時間におけるｌｎ（ＯＤ）の値を水
平に延ばした線との間の切片から測定される。
【００３５】
　本明細書中で使用する「事前処理」は、前処理の前のリグノセルロース系バイオマスの
処理を指す。事前処理は、適切な水分接触部を機械的に切り離しかつ／または乾燥させる
など、前処理用バイオマスを調製する、バイオマスの任意の処理である。
【００３６】
　「糖化（ｓａｃｃｈａｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ）」および「糖化すること（ｓａｃｃｈａ
ｒｉｆｙｉｎｇ）」は、酸、塩基、または加水分解酵素の作用による多糖からの発酵性糖
の生産を指す。前処理バイオマスからの発酵性糖の生産は、セルロース分解酵素およびヘ
ミセルロース分解酵素の作用による酵素的糖化によって起こる。
【００３７】
　本明細書中で使用する「バイオマスを前処理すること」または「バイオマス前処理」は
、天然または事前処理バイオマスを、化学的、物理的、もしくは生物学的作用、またはそ
れらの任意の組合せに晒して、糖化の前にそのバイオマスを酵素的糖化または加水分解の
他の手段に対してより感受性にさせることを指す。例えば、本明細書中で請求する方法は
、糖化のための加水分解酵素にバイオマスをより接近させやすくすることに寄与する前処



(8) JP 2013-507130 A 2013.3.4

10

20

30

40

50

理工程と呼ぶことができる。
【００３８】
　本明細書中で使用する「前処理バイオマス」は、化学的、物理的、もしくは生物学的作
用、またはそれらの任意の組合せに晒されて、糖化の前に酵素的糖化または加水分解の他
の手段に対してより感受性になった天然または事前処理バイオマスを指す。
【００３９】
　「加水分解産物」は、バイオマスに作用する加水分解反応（酵素的または非酵素的のい
ずれか）の生産物、この場合は単糖およびオリゴ糖を含有するリグノセルロース系バイオ
マスと接触している液体を指す。
【００４０】
　本明細書中で使用する「酵素共同体」または「糖化酵素共同体」は、微生物によって通
常分泌され、本発明の場合では、典型的には１種または複数のセルラーゼ、キシラナーゼ
、グリコシダーゼ、リグニナーゼ、およびフェルロイルエステラーゼを含有する酵素の集
団を指す。
【００４１】
　「タイター」は、発酵培地の１リットル当たりの発酵によって生産された、培地の単位
容積当たりの標的生産物、例えばエタノールの全量を指す。
【００４２】
リグノセルロース系バイオマス：
　本明細書における前処理されるリグノセルロース系バイオマスとしては、バイオエネル
ギー作物、農業残渣、都市固体廃棄物、産業固体廃棄物、製紙汚泥、工場廃棄物、木材、
および林業廃棄物が挙げられるが、これらに限定されるものではない。バイオマスの例と
しては、トウモロコシ穂軸、トウモロコシの皮などの作物残渣、コーンストーバー、草、
小麦、小麦わら、大麦、大麦わら、まぐさ、稲わら、スイッチグラス、紙くず、サトウキ
ビバガス、モロコシ、大豆、穀物の加工から得られる成分、木、枝、根、葉、ウッドチッ
プ、おがくず、低木およびブッシュ、野菜、果物、花、および動物糞尿が挙げられるが、
これらに限定されるものではない。
【００４３】
　一実施形態では、本発明にとって有用なバイオマスは、比較的高い炭水化物含量を有し
、比較的密度が高く、かつ／または回収、運搬、保存、および／もしくは処理を行うのが
比較的容易であるバイオマスを含む。
【００４４】
　本発明の一実施形態では、有用なバイオマスは、トウモロコシ穂軸、コーンストーバー
、サトウキビバガス、およびスイッチグラスを含む。
【００４５】
　別の実施形態では、リグノセルロース系バイオマスは、コーンストーバー、小麦わら、
大麦わら、エンバクわら、稲わら、キャノーラわら、および大豆ストーバーなどの農業残
渣；スイッチグラス、ススキ、コードグラス、およびクサヨシなどの草；コーンファイバ
ー、ビートパイプ、パルプミル微粉および不良品、サトウキビバガスなどの繊維加工残渣
；モロコシ；ハコヤナギ材、他の硬材、軟材、およびおがくずなどの林業廃棄物；使用済
み紙製品；ならびに他の作物またはリグノセルロースが十分豊富な原料を含む。
【００４６】
　リグノセルロース系バイオマスは単一のソースから得られる場合も、またはバイオマス
は２つ以上のソースから得られる混合物を含む場合もある。すなわち、例えばバイオマス
が、トウモロコシ穂軸およびコーンストーバーの混合物、または茎もしくは軸および葉の
混合物を含む場合もある。
【００４７】
　バイオマスは、ソースから得られたまま直接使用する場合、あるいはある事前処理を施
す場合があり、例えばバイオマスにエネルギーを適用して、サイズを低減し、暴露表面積
を増大させ、かつ／もしくはアンモニア処理および糖化酵素に対する、バイオマス中に存
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在するリグニンならびにセルロース、ヘミセルロース、および／またはオリゴ糖の接触可
能性を高めることができる。サイズを低減し、暴露表面積を増大させ、かつ／もしくはア
ンモニア処理および糖化酵素に対する、バイオマス中に存在するリグニンならびにセルロ
ース、ヘミセルロース、および／またはオリゴ糖の接触可能性を高めるために有用な事前
処理手段には、ミリング、クラッシング、粉砕、破砕、チョッピング、ディスクリファイ
ニング、超音波、およびマイクロ波が含まれるが、これらに限定されるものではない。エ
ネルギーのこの適用は、アンモニア処理ステップの前または間に、糖化の前または間に、
またはそれらの任意の組合せでなされ得る。
【００４８】
　本発明の一実施形態では、アンモニア処理の前に、バイオマスは、少なくとも約６０質
量パーセントの乾燥物質含量、例えば少なくとも約６５、または少なくとも約７０、また
は少なくとも約７５、または少なくとも約８０、または少なくとも約８５、または少なく
とも約９０質量パーセントの乾燥物質含量を有する。必要に応じて、回転乾燥器、気流乾
燥器、または過熱蒸気乾燥器の使用などの通常手段によって、前処理の前にバイオマスを
乾燥させることができる。
【００４９】
アンモニア：
　本明細書中で使用する「アンモニア」は、無水アンモニアガス（ＮＨ3）、水性媒体中
のアンモニアガス、水酸化アンモニウムまたは硫酸アンモニウムなどのアンモニウムイオ
ン（ＮＨ4

+）を含む化合物、尿素など分解時にアンモニアを放出する化合物、およびそれ
らの組み合わせの、場合によっては水性培地中での使用を指す。
【００５０】
　本方法で使用するアンモニア量は、バイオマスに含有されるアセチルエステル基量より
モルベースで多い。例えば、アンモニア量を、バイオマスの乾燥質量に対して約３、５、
１０、１５、または２０を超える質量パーセントとすることができる。使用するバイオマ
スに応じて、アンモニア量を、バイオマス中に含有されるアセチル基量の４から６倍（質
量ベースで）にすることができる。
【００５１】
　本工程で使用するアンモニアは、他の塩基にまさる利点を備えている。アンモニアは液
相および気相に分配する。ガス状のアンモニアは、バイオマス中に液体ベースより容易に
拡散し、低濃度でより効果的な前処理が可能となる。さらに、アンモニアの使用により、
窒素源を含む発酵の間に使用増殖培地を補充する必要性が低下する。加えて、アンモニア
は、安価な原料のため、経済的な工程を提供する。アンモニアはまた、前処理中または前
処理に続いて前処理反応器で再生利用できるため、より経済的な工程を可能にする。例え
ば、前処理に続いて、温度を糖化に適した温度まで低下させるので、アンモニアガスを、
場合によっては真空状態で、放出させることができ、再生利用が可能となる。連続工程で
は、アンモニアを連続的に再生利用することができる。
【００５２】
アンモニア処理条件：
　アンモニアによるバイオマスの前処理は、任意の適切な容器内で実施することができる
。典型的には、容器は圧力に耐え得るものであり、加熱のための機構を有し、かつ内容物
を混合するための機構を有する。市販の容器としては、例えば、ＺＩＰＰＥＲＣＬＡＶＥ
（登録商標）反応器（Ａｕｔｏｃｌａｖｅ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｓ、Ｅｒｉｅ、ＰＡ）、Ｊ
ａｙｇｏ反応器（Ｊａｙｇｏ　Ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ，Ｉｎｃ．、Ｍａｈｗａｈ、
ＮＪ）、およびスチームガン反応器（Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｕｔｏｃｌａ
ｖｅ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｓ、Ｅｒｉｅ、ＰＡに記載）が挙げられる。同様の能力を有する
多くの大型反応器を使用することができる。あるいは、バイオマスおよびアンモニアを１
つの容器内で混ぜ合わせ、次いで別の反応器に移すことができる。さらに、バイオマスを
１つの容器内で前処理し、次いでスチームガン反応器（Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ
；Ａｕｔｏｃｌａｖｅ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｓ、Ｅｒｉｅ、ＰＡに記載）などの別の反応器
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内でさらに処理することができる。
【００５３】
　アンモニア処理は、バッチ反応器または連続反応器など任意の適切な容器で実施するこ
とができる。適切な容器は、バイオマス－水性アンモニア混合物を撹拌するための手段、
例えばインペラーを装備することができる。反応器の設計については、Ｌｉｎ　Ｋ．－Ｈ
．およびＶａｎ　Ｎｅｓｓ，Ｈ．Ｃ．（Ｐｅｒｒｙ，Ｒ．Ｈ．およびＣｈｉｌｔｏｎ，Ｃ
．Ｈ．（編）、Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒ’ｓ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ、第５版（
１９７３）、第４章、ＭｃＧｒａｗ－Ｈｉｌｌ、ＮＹ）の中で検討されている。アンモニ
ア処理は、バッチ工程または連続工程として実施することができる。
【００５４】
　アンモニア処理は、混合しながらまたは混合することをせずに反応器システムで実施す
ることができる。
【００５５】
　バイオマスをアンモニアと接触させる前に、バイオマスを含有する容器を減圧すること
ができる。バイオマスの孔から空気を排出することにより、アンモニアをバイオマスによ
りよく浸透させることができる。減圧する時間およびバイオマスに適用される負圧の量は
、バイオマスのタイプに依存し、かつバイオマスが最適に前処理されるように（糖化後の
発酵性糖の生産によって測定される）経験的に決定することができる。
【００５６】
　アンモニアを用いるバイオマスの処理は１０気圧未満の圧力で実行することができる。
例えば、適切な反応条件には、９気圧未満、または８気圧未満、または７気圧未満、また
は６気圧未満、または５気圧未満、または４気圧未満、または３気圧未満、または２気圧
未満の圧力を含むことができる。また、効果的に前処理するためにバイオマスに対して十
分なアンモニアを使用する場合、アンモニア処理は大気圧未満で実行することも可能であ
る。
【００５７】
　本方法によれば、アンモニアを用いるバイオマスの処理は、約４℃から約２００℃の温
度を含む適切な反応条件下で実行することができる。別の実施形態では、アンモニアを用
いるバイオマスの処理は約４℃から約１５０℃の温度で実行することができる。別の実施
形態では、アンモニアを用いるバイオマスの処理は約４℃から約１２１℃の温度で実行す
ることができる。別の実施形態では、アンモニアを用いるバイオマスの処理は約１０℃か
ら約１００℃の温度で実行することができる。別の実施形態では、アンモニアを用いるバ
イオマスの処理は約２０℃から約５０℃の温度で実行することができる。
【００５８】
　アンモニアを用いるバイオマスの処理は約２０分から約２００時間の期間で実行するこ
とができる。３０日または数ヶ月など、より長期間の前処理は可能であるが、実際の経済
的理由から短期間が好ましい場合がある。より長期間では、バイオマスを破壊するための
エネルギーを適用する必要性が低下するという利点が生まれ得るので、約２００時間まで
の期間が好ましいことになる。
【００５９】
　一実施形態では、アンモニア処理は、比較的高い温度で比較的短期間、例えば約１４０
℃から約１６０で約２０分から約３０分、実施することができる。別の実施形態では、ア
ンモニア処理は、低い温度で比較的長期間、例えば約５０℃から約１００で約２４時間か
ら約４８時間、実施することができる。一実施形態では、アンモニア処理は約２０℃から
約１２１℃で約１００時間以下の反応時間、実施することができる。さらに別の実施形態
では、アンモニア処理は、室温（約２２～２６℃）で、約３０日以上のさらにより長い期
間、実施することができる。これらの中間にあたる他の温度および時間の組み合わせもま
た使用することができる。
【００６０】
　本方法によれば、適切な反応条件には、約２０：１未満、例えば、約１８：１、１６：
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１、１４：１、１２：１、１０：１、８：１、６：１、４：１、３：１、２：１、１：１
、または０．５：１未満の水とアンモニアの質量比を含むことができる。いくつかの実施
形態では、水とアンモニアの質量比を０．５：１未満とすることができる。バイオマスに
含有される水分に加えて水をバイオマスに加えてもよい。アンモニア処理ステップの間、
水は、液体の水、ガス状の水（水蒸気）、蒸気、またはそれらの組合せとして存在してよ
く、液体の水、ガス状の水、蒸気、またはその組合せとしてバイオマスに加えることがで
きる。水とアンモニアを合わせて加えてもよく、水とアンモニアを別々に加えてもよい。
水は、アンモニアと同時に、またはアンモニア添加の前もしくは後に加えてもよい。
【００６１】
　本方法によれば、適切な反応条件には、約６０％を超える、例えば約７０％、約８０％
以上のシステム固形物負荷が含まれる。
【００６２】
　アンモニア処理ステップでは、圧力、温度、処理時間、アンモニア量、水とアンモニア
の質量比、バイオマスタイプ、バイオマス乾燥物質含量、およびバイオマス粒径が関係し
ている。したがって、糖化酵素共同体と接触させるのに最適な生産物を得るために必要な
こととして、これらの変数を調整することができる。
【００６３】
　バイオマスから十分な量の糖類を得るために、バイオマスをアンモニアにより１回また
は複数回処理することができる。同様に、糖化反応を１回または複数回実施することがで
きる。アンモニア処理および糖化工程の両方は、より高収率の糖類を得るために所望によ
り繰り返すことができる。アンモニア処理および糖化工程の性能を別々にまたは併せて評
価するために、出発バイオマスから誘導可能な糖類の理論収率を決定し、測定収率と比較
することができる。
【００６４】
アセトアミド／アセテート比およびアセチル変換：
　リグノセルロース系バイオマス中のアセチルエステルは水と反応して酢酸を形成するこ
とができる。水性アンモニア系では、酢酸は酢酸アンモニウムと平衡状態になる。アンモ
ニアは、バイオマス中のアセチルエステルの加水分解と拮抗してそのアンモノリシスによ
ってアセトアミドを形成することが知られている。アセトアミドは、例えば米国特許出願
公開第２００７／００３１９１８号明細書で実証されるようにザイモモナス・モビリス（
Ｚｙｍｏｎｏｎａｓ　ｍｏｂｉｌｉｓ）などの特定の発酵生物に対してアセテートより低
毒性である。したがって、酢酸よりむしろアセトアミドへアセチルエステルを変換するこ
とにより、前処理バイオマス反応生産物または糖化生産物から酢酸を除去する必要性が低
下する。
【００６５】
　バイオマス中に含有されるキシランからのキシロース（モノマーおよびオリゴマー）の
高収率を可能にするので、高いモル度の、例えば６０％を超えるバイオマスの脱アセチル
化が望ましい。生産コストは、バイオマスコストの影響を極めて受けやすいので、糖収率
の影響を極めて受けやすい。さらに、高い糖収率は発酵の中により高いエタノール濃度を
生じさせることができ、それにより下流の生産物回収コストも低下させることができる。
【００６６】
　別の考慮すべき点は発酵の中の酢酸濃度である。酢酸は、約５ｇ／Ｌを超えると、ザイ
モモナス・モビリス（Ｚｙｍｏｎｏｎａｓ　ｍｏｂｉｌｉｓ）の増殖速度を低下させ始め
る。阻害因子濃度（例えば酢酸またはアセテート）の低下により増殖速度が高まることに
よって、使用するシード接種容量が減少し、シード発酵槽コストを低減させることが可能
になる。さらに、より速い増殖速度は生産規模の発酵槽コストを低減させることができる
。
【００６７】
糖化：
　アンモニアで処理すると、前処理バイオマス反応生産物は、セルロース、ヘミセルロー
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ス、多糖、リグニン、バイオマスの他の残存成分、ならびにアンモニアとバイオマスとの
反応生産物、具体的にはアセトアミド、酢酸、および酢酸アンモニウムの混合物を含む。
アンモニア処理バイオマス反応生産物は、約１を超えるアセトアミドとアセテートのモル
比ならびに６０％を超える、例えば約６５％より高い、または約７０％より高いアセチル
変換を有する。濾過および洗浄ステップは糖収率の改善を得るためには必要ではなく、か
つそれらのステップに関連するコストは本方法の経済面に負の影響を与えるので、バイオ
マスの濾過および洗浄は省略することが好ましい。アンモニア処理バイオマスは室温で乾
燥することができる。アンモニア処理バイオマスのグルカン、キシラン、およびリグニン
の含有濃度は当技術分野で周知の分析手段を使用して測定することができる。
【００６８】
　次いで、アンモニア処理バイオマスは少なくとも１種の糖化酵素または酵素共同体の存
在下でさらに加水分解または糖化され、加水分解産物の中にオリゴ糖および／または単糖
が放出される。ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）などの界面活性剤を添加して、糖化工
程を改善することもできる（米国特許第７，３５４，７４３Ｂ２号明細書、参照によって
本明細書に組み込むものとする）。バイオマス処理のための糖化酵素および方法について
は、Ｌｙｎｄ，Ｌ．Ｒ．ら（Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．Ｒｅｖ．、６６：
５０６～５７７、２００２）の報告がある。糖化酵素共同体は１種または複数のグリコシ
ダーゼを含むことができ、グリコシダーゼは、セルロースを加水分解するグリコシダーゼ
、ヘミセルロースを加水分解するグリコシダーゼ、およびデンプンを加水分解するグリコ
シダーゼからなる群から選択することができる。糖化酵素共同体の他の酵素としては、ペ
プチダーゼ、リパーゼ、リグニナーゼ、およびフェルロイルエステラーゼを含むことがで
きる。
【００６９】
　酵素共同体による糖化は、二糖、オリゴ糖、および多糖のエーテル結合を加水分解し、
一般群「加水分解酵素」（ＥＣ３．）の酵素分類ＥＣ３．２．１．ｘ（Ｅｎｚｙｍｅ　Ｎ
ｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ　１９９２、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇ
ｏ、ＣＡに加え、Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ　１（１９９３）、Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ　２（
１９９４）、Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ　３（１９９５）、Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ　４（１９
９７）、およびＳｕｐｐｌｅｍｅｎｔ　５［それぞれＥｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．、２
２３：１～５、１９９４；Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．、２３２：１～６、１９９５；
Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．、２３７：１～５、１９９６；Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅ
ｍ．、２５０：１～６、１９９７；およびＥｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．、２６４：６１
０～６５０　１９９９］）の中に見出される「グリコシダーゼ」群（他のものを排除する
わけではない）から主として選択される１種または複数の酵素とバイオマスまたは前処理
バイオマス反応生産物とを接触させることを含む。本方法において有用なグリコシダーゼ
を、それらが加水分解するバイオマス成分によって分類することができる。本方法におい
て有用なグリコシダーゼとしては、セルロースを加水分解するグリコシダーゼ（例えば、
セルラーゼ、エンドグルカナーゼ、エキソグルカナーゼ、セロビオヒドロラーゼ、β－グ
ルコシダーゼ）、ヘミセルロースを加水分解するグリコシダーゼ（例えば、キシラナーゼ
、エンドキシラナーゼ、エキソキシラナーゼ、β－キシロシダーゼ、アラビノキシラナー
ゼ、マンナーゼ、ガラクターゼ、ペクチナーゼ、グルクロニダーゼ）、およびデンプンを
加水分解するグリコシダーゼ（例えば、アミラーゼ、α－アミラーゼ、β－アミラーゼ、
グルコアミラーゼ、α－グルコシダーゼ、イソアミラーゼ）が挙げられる。さらに、ペプ
チダーゼ（ＥＣ３．４．ｘ．ｙ）、リパーゼ（ＥＣ３．１．１．ｘおよび３．１．４．ｘ
）、リグニナーゼ（ＥＣ１．１１．１．ｘ）、ならびにフェルロイルエステラーゼ（ＥＣ
３．１．１．７３）などの糖化酵素共同体に他の活性を付加してバイオマスの他の成分か
らの多糖の放出を促進することは有用となり得る。多糖を加水分解する酵素を生産する微
生物が、異なる基質特異性を有する数種の酵素または一群の酵素によって触媒される、セ
ルロース分解などの活性を示すことが多いことは当該技術分野で周知である。したがって
、微生物由来の「セルラーゼ」は一群の酵素を含みえるものであり、それらのすべてがセ
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ルロース分解活性に寄与することができる。セルラーゼなどの商用または非商用の酵素製
剤は、酵素を得るのに用いられる精製スキームに応じて多数の酵素を含む場合がある。し
たがって、本方法の糖化酵素共同体は「セルラーゼ」などの酵素活性を含む場合があるが
、この活性は２種以上の酵素によって触媒されている可能性があるものと理解される。
【００７０】
　糖化酵素は、ＳＰＥＺＹＭＥ（登録商標）ＣＰセルラーゼ（Ｇｅｎｅｎｃｏｒ　Ｉｎｔ
ｅｒｎａｔｉｏｎａｌ、Ｒｏｃｈｅｓｔｅｒ、ＮＹ）およびＭＵＬＴＩＦＥＣＴ（登録商
標）キシラナーゼ（Ｇｅｎｅｎｃｏｒ）など、単離形態で商用的に入手可能である。さら
に、糖化酵素は、組換え微生物の使用などによってバイオ燃料植物における宿主生物中で
発現させることができる。
【００７１】
　当業者であれば、共同体中で使用するための酵素の有効量を決定しかつ最適な酵素活性
のための条件を調整する方法を知っていよう。当業者であれば、共同体中で必要とされる
酵素活性のクラスを最適化して、選択された条件下で所与の前処理生産物の最適な糖化を
得る方法も知っていよう。
【００７２】
　糖化反応は、糖化酵素にとって最適な温度およびｐＨまたはその近傍で実施することが
好ましい。本方法における糖化酵素共同体について使用する最適温度は約１５℃から約１
００℃の範囲である。別の実施形態では、最適温度は約２０℃から約８０℃、最も典型的
には４５℃から５０℃の範囲である。最適ｐＨは約２から約１１の範囲とすることができ
る。別の実施形態では、本方法における糖化酵素共同体について使用する最適ｐＨは約４
から約６．５の範囲である。
【００７３】
　糖化は、約数分から約２００時間、好ましくは約２４時間から７２時間の間実施するこ
とができる。反応時間は、酵素濃度および比活性、ならびに使用基質および温度およびｐ
Ｈなどの環境条件に依存することになる。当業者であれば、特定の基質および１種または
複数種の糖化酵素の共同体について使用すべき温度、ｐＨおよび時間の最適条件を容易に
決定することができる。
【００７４】
　糖化は、バッチ方式、流加回分方式、または連続工程として実施することができる。さ
らに、糖化を１ステップまたは数ステップで実施することができる。例えば、糖化に必要
な異なる酵素が異なる最適ｐＨまたは最適温度を示す場合がある。ある温度およびｐＨで
１種または複数種の酵素を用いて一次処理を実施した後、異なる温度および／またはｐＨ
で異なる１種または複数種の酵素を用いて二次または三次（またはそれ以上の）処理を実
施することができる。さらに、連続ステップで異なる酵素を用いる処理は、同じｐＨおよ
び／もしくは温度で、または、より高いｐＨおよび温度で安定かつより活性のあるヘミセ
ルラーゼ、次いでより低いｐＨおよび温度で活性のあるセルラーゼの使用など、異なるｐ
Ｈおよび温度で実施することができる。
【００７５】
　温度およびｐＨが上述の範囲内に維持される限り、アセトアミドとアセテートのモル比
は糖化の間不変でありかつ／または維持される。
【００７６】
　糖化後のバイオマスからの糖類の可溶化の程度を、単糖およびオリゴ糖の放出を測定し
てモニターすることができる。単糖およびオリゴ糖の測定方法は、当技術分野で周知であ
る。例えば、還元糖の濃度は、１，３－ジニトロサリチル（ＤＮＳ）酸アッセイ（Ｍｉｌ
ｌｅｒ，Ｇ．Ｌ．、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．、３１：４２６～４２８、１９５９）を使用し
て測定することができる。あるいは、糖類は、下記に記載のように適切なカラムを使用し
て、ＨＰＬＣにより測定することができる。
【００７７】
さらなる処理：
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　標的生産物への発酵：
　発酵性糖を含み、かつ本方法により生産される、改善された阻害因子プロファイルを有
する加水分解産物は、発酵ステップに供することができる。発酵ステップでは、糖類を発
酵し得るある接種量のシード細胞と加水分解産物を接触させて、１種または複数の標的生
産物を含む発酵混合物を生産する。「発酵」は、任意の発酵工程または発酵ステップを含
む任意の工程を指す。標的生産物としては、アルコール（例えばアラビニトール、ブタノ
ール、エタノール、グリセロール、メタノール、１，３－プロパンジオール、ソルビトー
ル、およびキシリトール）；有機酸（例えば酢酸、アセトン酸、アジピン酸、アスコルビ
ン酸、クエン酸、２，５－ジケト－Ｄ－グルコン酸、ギ酸、フマル酸、グルカル酸、グル
コン酸、グルクロン酸、グルタル酸、３－ヒドロキシプロピオン酸、イタコン酸、乳酸、
リンゴ酸、マロン酸、シュウ酸、プロピオン酸、コハク酸、およびキシロン酸）；ケトン
（例えばアセトン）；アミノ酸（例えばアスパラギン酸、グルタミン酸、グリシン、リジ
ン、セリン、およびトレオニン）；ガス（例えばメタン、水素（Ｈ2）、二酸化炭素（Ｃ
Ｏ2）、および一酸化炭素（ＣＯ））が挙げられるが、これらに限定されるものではない
。発酵混合物はまた、共生産物、副生産物、酵素、および他の物質を含む場合もある。
【００７８】
　発酵工程はまた、消費的なアルコール産業（例えばビールおよびワイン）、乳業（例え
ば発酵乳製品）、皮革産業、およびタバコ産業の中で使用される工程を含む。
【００７９】
　上記に加えて、本明細書に記載の前処理バイオマスの糖化から生産される糖類は、一般
に、キシロース、アセトン、アセテート、グリシン、リジン、有機酸（例えば乳酸）、１
，３－プロパンジオール、ブタンジオール、グリセロール、エチレングリコール、フルフ
ラール、ポリヒドロキシアルカノエート、シス，シス－ムコン酸、および動物用飼料（Ｌ
ｙｎｄ，Ｌ．Ｒ．、Ｗｙｍａｎ，Ｃ．Ｅ．、およびＧｅｒｎｇｒｏｓｓ，Ｔ．Ｕ．、Ｂｉ
ｏｃｏｍｍｏｄｉｔｙ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．Ｐｒｏｇ．、
１５：７７７～７９３、１９９９；ならびにＰｈｉｌｉｐｐｉｄｉｓ，Ｇ．Ｐ．、Ｃｅｌ
ｌｕｌｏｓｅ　ｂｉｏｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、ｉｎ　Ｈａｎｄｂ
ｏｏｋ　ｏｎ　Ｂｉｏｅｔｈａｎｏｌ：Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｕｔｉｌｉｚａ
ｔｉｏｎ、Ｗｙｍａｎ，Ｃ．Ｅ．編、Ｔａｙｌｏｒ　＆　Ｆｒａｎｃｉｓ、Ｗａｓｈｉｎ
ｇｔｏｎ、Ｄ．Ｃ．、１７９～２１２、１９９６；ならびにＲｙｕ，Ｄ．Ｄ．Ｙ．および
Ｍａｎｄｅｌｓ，Ｍ．、Ｃｅｌｌｕｌａｓｅｓ：ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ａｎｄ　ａ
ｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、Ｅｎｚ．Ｍｉｃｒｏｂ．Ｔｅｃｈｎｏｌ．、２：９１～１０２
、１９８０）など、有機生産物、化学物質、燃料、物品、および特殊化学品を生産するた
めに使用することができる。
【００８０】
　発酵性炭水化物からの多数の有機生産物など、潜在的な共生産物もまた生産することが
できる。前処理および発酵後に残存するリグニンに富んだ残渣を、リグニンから誘導され
る化学物質、化学的な建築用ブロックに変換すること、または電力生産のために使用する
ことが可能である。
【００８１】
　発酵および／または糖化の従来の方法は、これらに限定されるものではないが、糖化、
発酵、個別の加水分解および発酵（ＳＨＦ）、同時の糖化および発酵（ＳＳＦ）、同時の
糖化および共発酵（ＳＳＣＦ）、ハイブリッドの加水分解および発酵（ＨＨＦ）、ならび
に直接の微生物変換（ＤＭＣ）を含み、当技術分野で公知である。
【００８２】
　ＳＨＦでは、最初にセルロースをグルコースおよびキシロースなどの糖類に酵素的に加
水分解し、次いで糖類をエタノールに発酵させるための個別の工程ステップが使用される
。ＳＳＦでは、セルロースの酵素的加水分解およびグルコースのエタノールへの発酵が１
ステップの中に組み込まれている（Ｐｈｉｌｉｐｐｉｄｉｓ，Ｇ．Ｐ．、ｉｎ　Ｈａｎｄ
ｂｏｏｋ　ｏｎ　Ｂｉｏｅｔｈａｎｏｌ：Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｕｔｉｌｉｚ
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ａｔｉｏｎ、Ｗｙｍａｎ，Ｃ．Ｅ．編、Ｔａｙｌｏｒ　＆　Ｆｒａｎｃｉｓ、Ｗａｓｈｉ
ｎｇｔｏｎ，Ｄ．Ｃ．、１７９～２１２、１９９６）。ＳＳＣＦには、複数の糖類の共発
酵が含まれる（Ｓｈｅｅｈａｎ，Ｊ．およびＨｉｍｍｅｌ，Ｍ．、Ｂｉｏｅｔｈａｎｏｌ
、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．Ｐｒｏｇ．１５：８１７～８２７、１９９９）。ＨＨＦには、
異なる温度であるが、同じ反応器の中で実施される２つの個別のステップ、すなわち、高
温の酵素的糖化およびその後の発酵株が耐えることができる低温におけるＳＳＦが含まれ
る。ＤＭＣでは、１ステップの中に３つの工程（セルラーゼ生産、セルロース加水分解、
および発酵）すべてが組み込まれている（Ｌｙｎｄ，Ｌ．Ｒ．、Ｗｅｉｍｅｒ，Ｐ．Ｊ．
、ｖａｎ　Ｚｙｌ，Ｗ．Ｈ．およびＰｒｅｔｏｒｉｕｓ，Ｉ．Ｓ．、Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ
．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．Ｒｅｖｉｅｗｓ、６６：５０６～５７７、２００２）。
【００８３】
　これらの工程は、本明細書に記載のアンモニア処理法によって生産されるバイオマスの
糖化により得られる加水分解産物の発酵から標的生産物を生産するために使用することも
できる。発酵で生産される標的生産物は、当技術分野で公知の様々な方法を使用して回収
することができる。生産物は、遠心分離、濾過、マイクロ濾過、およびナノ濾過により、
他の発酵成分から分離することができる。生産物は、イオン交換、溶媒抽出、または電気
透析により抽出することができる。凝集剤を使用することで、生産物の分離を促進するこ
とができる。具体例として、バイオ生産されたエタノールは、ＡＢＥ発酵についての当技
術分野で公知の方法を使用して発酵培地から単離することができる（例えば、Ｄｕｒｒｅ
、Ａｐｐｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．４９：６３９～６４８（１９
９８）、Ｇｒｏｏｔら、Ｐｒｏｃｅｓｓ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２７：６１～７５（１９９２
）、およびこれらの中の参考文献を参照されたい）。例えば、遠心分離、濾過、デカンテ
ーション等によって、固形物を発酵培地から除去することができる。次いで、エタノール
は、蒸留、共沸蒸留、液－液抽出、吸着、ガスストリッピング、膜蒸留、または浸透気化
法などの方法を使用して発酵培地から単離することができる。
【００８４】
本方法の利点：
　バイオマスのヘミセルロース成分が重合体キシランのキシロース単位に結合した相当量
のアセチル基を含有することはよく知られている。アセチル基は、ヘミセルロースに作用
する糖化酵素の作用を阻害し、したがって発酵性糖の収率を低下させる。発酵性糖の最大
収率を得るためにはアセチルエステルを除去しなければならない。しかしながら、発酵が
ｐＨ７未満で実施される場合、生産物の酢酸は強力な発酵阻害因子になる。発酵性能の改
善を達成するためには、酢酸を除去するかまたは無毒な化学物質へ改変しなければならな
い。この前処理におけるアンモニアを用いるアンモノリシスによるアセチルエステルのア
セトアミドへの変換は、アセチル基を無毒な化学物質へ変換する工程を提供する。
【００８５】
　本方法の利点の１つは、６０％を超えるアセチル変換を有する加水分解産物の糖化で得
られる糖類収率の改善である。具体的には、糖化によって得られるキシロース収率は本方
法により改善し、経済的利益が得られる。
【００８６】
　本方法の別の利点は、約１を超えるアセトアミドとアセテートのモル比を有する加水分
解産物に対する発酵速度の改善である。本方法の別の利点は、より低いｐＨで発酵を実行
できる可能性であり、これによってｐＨを上昇させるための塩基の使用を低減してコスト
削減を実現することができる。
【００８７】
　さらに、約１を超えるアセトアミドとアセテートのモル比を有する加水分解産物は、他
の加水分解産物ほど発酵のための接種物を必要としない。例えば、本方法では、加水分解
産物の約１．３％の接種物を、加水分解産物の約１０％の典型的な量の接種物の代わりに
使用することができる。接種物の低減はより小規模なシード生産タンクの使用を可能にし
、接種物の準備に関連するコストの低減により経済的利益が得られる。
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　本方法のさらなる利点はバイオマス貯蔵とアンモニア処理を統合できる可能性である。
例えば、収穫後、バイオマスをサイロ、パイル、または貯蔵庫システムに貯蔵する前にア
ンモニアを用いて処理することができ、それによってカビまたは害虫の供給原料混入を最
小限にできる恩恵も得られる。あるいは、収穫後、バイオマスをバイオファイナリー供給
原料貯蔵システムに貯蔵する前にアンモニアを用いて処理することができ、それによって
高圧、高温、および機械的撹拌の反応器を使用する他の前処理に関連した資本コストを低
減できる恩恵も得られる。
【実施例】
【００８９】
　本発明は、以下の実施例の中でさらに明らかにされる。これらの実施例が、本発明の好
ましい実施形態を示す一方、例示としてのみ示されることは理解されるべきである。上述
の議論およびこれらの実施例から、当業者ならば本発明の本質的特徴を確認することがで
き、その精神および範囲から逸脱することなく、本発明の様々な変更および修正を行い、
様々な使用および条件にそれを適合させることができる。
【００９０】
　以下の略語が使用される。
【００９１】
　すなわち、「ＨＰＬＣ」は高性能液体クロマトグラフィー、「Ｃ」は摂氏、「ｋＰａ」
はキロパスカル、「ｍ」はメートル、「ｍｍ」はミリメートル、「μｍ」はマイクロメー
トル、「μＬ」はマイクロリットル、「ｍＬ」はミリリットル、「Ｌ」はリットル、「Ｎ
」は規定、「ｍｉｎ」は分、「ｍＭ」はミリモル、「ｃｍ」はセンチメートル、「ｇ」は
グラム、「ｋｇ」はキログラム、「ｗｔ」は質量、「ｈ」または「ｈｒ」は時間、「ｔｅ
ｍｐ」または「Ｔ」は温度、「ｔｈｅｏｒｅｔ」は理論、「ＤＭ」は乾燥物質、「ＤＷＢ
」はバイオマス乾燥質量、「ＡＳＭＥ」は米国機械学会（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｓｏｃｉｅ
ｔｙ　ｏｆ　Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｓ）、「ｓ．ｓ．」はステンレス
鋼、「ｉｎ」または「”」はインチ、「ｒｐｍ」は１分当たりの回転、「ＧＵＲ」はグル
コース取り込み速度、「ＸＵＲ」キシロース取り込み速度、「ＥｔＯＨ」はエタノール、
「Ｍａｘ」は最大、「Ａｖｇ」は平均、「Ｅｘ．」は実施例、「Ｃｏｍｐ．」は比較、「
ＯＤ」は光学密度である。
【００９２】
　硫酸、水酸化アンモニウム、酢酸、アセトアミド、酵母抽出物、グルコース、キシロー
ス、ソルビトール、ＭｇＳＯ4・７Ｈ2Ｏ、リン酸、およびクエン酸は市販品から入手した
。水酸化アンモニウム溶液はＶＷＲ（Ｗｅｓｔ　Ｃｈｅｓｔｅｒ、ＰＡ）から入手した。
酵素カクテルはＧｅｎｅｎｃｏｒ（Ｒｏｃｈｅｓｔｅｒ、ＮＹ）およびＮｏｖｏｚｙｍｅ
（Ｓａｌｅｍ、ＶＡ）から入手した。特に指示がない限り、すべての市販試薬はそのまま
使用した。
【００９３】
　トウモロコシ穂軸はＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｆａｒｍ、ｉ
ｎ　Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩから入手し、ハンマーミルにかけて３／８”（約0.95 cm）の
粒子にした。穂軸の組成は、ＮＲＥＬバイオマス分析手順（バイオマス中の構造的炭水化
物およびリグニンの決定（Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　
Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓ　ａｎｄ　Ｌｉｇｎｉｎ　ｉｎ　Ｂｉｏｍａｓｓ））により
決定し、以下のようになった。
【００９４】
表1　使用したトウモロコシ穂軸の組成



(17) JP 2013-507130 A 2013.3.4

10

20

30

40

50

【００９５】
　バイオマスの乾燥物質含量は、１０５℃で作動するＤｅｎｖｅｒ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎ
ｔｓ　ＩＲ－１２０湿度計を使用して測定した。
【００９６】
　処理バイオマス中の残留アンモニアのパーセントを測定するために、処理バイオマス約
１５ｇを、総質量約１００ｇになるまで脱イオン水と混合した。得られたスラリーを、蓋
付きビーカー中にて室温で１５分間混合した。水抽出物を、Ｗｉｐｅａｌｌなどの粗い濾
過培地を介してデカントすることにより、大量の固形物から分離した。水抽出物約２０ｍ
Ｌを、０．１Ｎ　ＨＣｌでｐＨ５．０まで滴定した。滴定は自動滴定器（Ｍｅｔｔｌｅｒ
、Ｔｏｌｅｄｏ、Ｒｏｎｄｏ　６０）を使用して行った。ｐＨ５．０にするのに必要な酸
の当量をＮＨ3の当量に変換した。アンモニア処理前のバイオマス試料中の乾燥物質量に
対して正規化された結果を報告した。
【００９７】
バイオマス中のセルロースおよびヘミセルロースの測定
　バイオマスの組成は、ＡＳＴＭ　Ｅ１７５８－０１「Ｓｔａｎｄａｒｄ　ｍｅｔｈｏｄ
　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓ　
ｂｙ　ＨＰＬＣ（ＨＰＬＣによる炭水化物の測定のための標準分析法）」など、当技術分
野で周知の標準分析法のいずれか１つによって測定する。
【００９８】
糖、アセトアミド、酢酸、および乳酸の含量の測定
　糖化液中の可溶性糖類（グルコース、セロビオース、キシロース、キシロビオース、ガ
ラクトース、アラビノース、およびマンノース）、アセトアミド、酢酸、ならびに乳酸は
、適切なガードカラムと共に、Ｂｉｏ－Ｒａｄ　ＨＰＸ－８７ＰおよびＢｉｏ－Ｒａｄ　
ＨＰＸ－８７Ｈカラム（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｈｅｒｃｕｌｅｓ
、ＣＡ）を使用して、ＨＰＬＣ（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｍｏｄｅｌ　１２００、Ａｇｉｌｅｎ
ｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ、ＣＡ）により測定した。試料中の
アセテートを測定し、酢酸として報告した。ＨＰＬＣの稼動条件は以下の通りであった。
　Ｂｉｏｒａｄ　Ａｍｉｎｅｘ　ＨＰＸ－８７Ｈ（炭水化物、アセトアミド、酢酸、およ
び乳酸用）
　注入容量：５～１０μＬ、濃度および検出器の限界に依存
　移動相：０．０１Ｎ硫酸、０．２μｍでの濾過および脱気
　流速：０．６ｍＬ／分
　カラム温度：５５℃
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　検出器温度：可能な限りカラム温度に近づける
　検出器：屈折率
　ラン時間：２５～７５分間のデータ収集
【００９９】
　ラン後、各化合物について、試料中の濃度を標準曲線から決定した。
【０１００】
　単糖は、加水分解産物において直接測定した。不溶物質は遠心分離機により加水分解産
物から除去した。分離された液体のｐＨは、必要により、Ｂｉｏ－Ｒａｄ　ＨＰＸ－８７
Ｐカラムに対しては５～６に、Ｂｉｏ－Ｒａｄ　ＨＰＸ－８７Ｈカラムに対しては１～３
に硫酸を用いて調整した。分離された液体を希釈し、必要により、その後、０．２ミクロ
ンの注射器フィルターを通過させてＨＰＬＣバイアルへ直接濾過した。
【０１０１】
　全溶解糖類の分析については、希釈試料１０ｍＬを圧力バイアルに入れ、７５％Ｈ２Ｓ
Ｏ４を３４９μＬ加えた。バイアルにキャップをして、オートクレーブ中に１時間置き、
糖類をすべて単糖に加水分解した。試料を冷却して、上述のようにそのｐＨを炭酸ナトリ
ウムにより必要なｐＨに調整し、次いで試料をＨＰＬＣバイアルに濾過してＨＰＬＣによ
り分析した。ＨＰＬＣの稼動条件は以下の通りであった。
　Ｂｉｏｒａｄ　Ａｍｉｎｅｘ　ＨＰＸ－８７Ｐ（炭水化物用）：
　注入容量：１０～５０μＬ、濃度および検出器の限界に依存
　移動相：ＨＰＬＣグレードの水、０．２μｍでの濾過および脱気
　流速：０．６ｍＬ／分
　カラム温度：８０～８５℃、ガードカラム温度６０℃未満
　検出器温度：可能な限り主カラム温度に近づける
　検出器：屈折率
　ラン時間：３５分間のデータ収集に加え、ラン後の１５分間（後の溶出化合物のために
可能な調節を行う）
ラン後、各化合物について、試料中の濃度を標準曲線から決定した。
【０１０２】
　発酵生産物の分析はＷａｔｅｒｓ　Ａｌｌｉａｎｃｅ　ＨＰＬＣシステムで行った。カ
ラムは、ＢｉｏＲａｄ　Ｍｉｃｒｏ－Ｇｕａｒｄ　Ｃａｒｔｒｉｄｇｅ　Ｃａｔｉｏｎ－
Ｈ（＃１２５－０１２９、Ｂｉｏ－Ｒａｄ、Ｈｅｒｃｕｌｅｓ、ＣＡ）と共に、Ｔｒａｎ
ｓｇｅｎｏｍｉｃ　ＩＯＮ－３００カラム（＃ＩＣＥ－９９－９８５０、Ｔｒａｎｓｇｅ
ｎｏｍｉｃ，Ｉｎｃ．、Ｏｍａｈａ、ＮＥ）を使用した。溶媒として０．０１Ｎ　Ｈ2Ｓ
Ｏ4を使用して７５℃および０．４ｍＬ／ｍｉｎの流速でカラムを流した。出発糖類およ
び生産物の濃度は、外部標準検量線を使用して、屈折率検出器で測定した。
【０１０３】
アンモニア処理装置
　アンモニア処理実験は２セットの装置を使用して実施した。１つのシステムは、反応器
の頂部に１．５”（約3.8 cm）のボール弁を含むように改変された５Ｌの水平円筒状圧力
容器（Ｌｉｔｔｌｅｆｏｒｄ　Ｄａｙ、Ｆｌｏｒｅｎｃｅ、ＫＹ）からなっており、その
弁はバイオマスを装入するために取り外すことができた。反応器はヘッドスペース中に２
つのポート、底部に１．５”のボール弁、様々な熱電対、逃がし弁、圧力計、および圧変
換器を装備していた。反応器はいわゆる「伝熱」型インペラーを内蔵し、このインペラー
は固形物を垂直および水平に混合するための４枚ブレードを有していた。インペラーはす
べての実験に対して約４０ｒｐｍで回転させた。ギヤポンプヘッドを装着したＣｏｌｅ－
Ｐａｌｍｅｒドライブを、電子秤上に置かれたボトルを用いて水または水性アンモニア溶
液を計量し反応器に入れるために使用した。高温圧変換器で改造され、エラストマー封入
熱テープで覆われたＴｅｌｅｄｙｎｅ　ＩＳＣＯ高圧シリンジポンプ（モデルＤ５００）
を、水性アンモニア溶液を予熱するために使用した。頂部フランジに接続したニードル弁
を、圧力フラッシュおよび真空フラッシュを制御するために使用した。フラッシュ蒸気は
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、ハウス冷水を使用した配管接続熱交換器を通過させた。次いで、蒸気／凝縮液を、氷水
で被覆された２Ｌの円筒状容器に集めた。この２Ｌのシリンダーから圧力フラッシュの前
に非凝縮物を取り除いた。次いで真空を解除し、凝縮液を集めた。その後、同システムを
真空フラッシュ凝縮液の収集のために使用した。
【０１０４】
　装置の第２のセットは、熱水再循環槽に接続された、２Ｌの被覆水平ガラス反応器から
なっていた。アンモニア処理実験の間、槽の温度を７０℃に設定し、過剰ＮＨ3を除去す
るために吸引した。上述のように凝縮液を集めるためにガラス反応器をさらに装備した。
【０１０５】
糖化装置
　糖化実験は撹拌槽型反応器中で実施し、実験はバッチ方式または流加回分方式で行った
。このシステムは、４ネックＲｅａｃｔｉｏｎ　Ｖｅｓｓｅｌ　Ｌｉｄ（ＬＧ－８０７３
）を装備した、５００ｍＬまたは２０００ｍＬのいずれかのガラス被覆円筒状反応容器（
ＬａｂＧｌａｓｓ　Ｎｕｍｂｅｒ　ＬＧ－８０７９Ｃ、ＬａｂＧｌａｓｓ、Ｖｉｎｅｌａ
ｎｄ、ＮＪ）からなっていた。撹拌機は反応器内容物を撹拌するために中心ポートを介し
て取り付けた。ガラス冷却器はネックの１つに接続し、冷却装置から水を再循環させるこ
とにより５℃に冷却を維持した。他の２つのポートは反応物の負荷ならびに温度およびｐ
Ｈの測定に使用した。反応器温度は、加熱循環ウォーターバスによって供給される熱水を
再循環させることにより制御した。４５度角のパドルを有する４パドルガラス撹拌機を５
００ｍＬ反応器の中でかき混ぜ機として使用した。３重４枚ブレードのステンレス鋼撹拌
機を２Ｌ反応器の中で使用した。
【０１０６】
発酵装置
　温度およびｐＨ制御の小規模発酵は、Ｗｈｅａｔｏｎ５０ｍＬダブルアームガラスＣＥ
ＬＳＴＩＲ（登録商標）細胞培養フラスコ（ＶＷＲ　＃６２４０１－９０２、ＶＷＲ、Ｗ
ｅｓｔ　Ｃｈｅｓｔｅｒ、ＰＡ）の中で実施した。頂部キャップに２つの穴、ｐＨ制御の
ために塩基を供給するプラスチックキャピラリー管を挿入することを可能にする穴および
ＣＥＬＳＴＩＲ（登録商標）フラスコの中を無菌に維持しながら、ガスが流出することを
可能にする０．２ミクロンの滅菌フィルターを取り付けるための穴を空けることにより改
変した。サイドアームキャップの１つにもまた、連続的なｐＨ測定のための直径１２ｍｍ
のｐＨ電極（Ｃｏｌｅ－Ｐａｒｍｅｒ　＃ＥＷ－５９００１－６５、Ｃｏｌｅ－Ｐａｒｍ
ｅｒ、Ｖｅｒｎｏｎ　Ｈｉｌｌｓ、ＩＬ）を挿入できるように穴を空けた。Ｅｕｔｅｃｈ
　ａｌｐｈａ－ｐＨ２００　１／８　ＤＩＮ　ｐＨ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｒ（Ｃｏｌｅ－
Ｐａｒｍｅｒ　＃ＥＷ－５６７００－００）を使用し、１０μＬ／ストロークの自給式マ
イクロポンプ（＃１２０ＳＰ１２１０－５ＴＥ、Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ
　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ、Ｗｉｌｄｏｍａｒ、ＣＡ）を用いて４Ｎ　ＮａＯＨを送ることによ
りｐＨを設定値に維持した。低プロファイルＩＫＡ　Ｓｑｕｉｄ磁気撹拌機（ＶＷＲ　＃
３３９９４－３５４）を使用して、約６０ｒｐｍでフラスコを撹拌した。ＣＥＬＳＴＩＲ
（登録商標）フラスコの第２のキャップ付きアームは、発酵中に分析用試料を取り出すた
めの経路として使用した。温度調節については、ＣＥＬＳＴＩＲ（登録商標）フラスコお
よび支持装置をＶＷＲ　Ｓｉｇｎａｔｕｒｅ　Ｉｎｃｕｂａｔｏｒ（ＶＷＲ　Ｍｏｄｅｌ
　１５４５、＃３５８２３－２０４）の中に置いた。
【０１０７】
発酵微生物
　加水分解産物の発酵性はＺＷ７０５と称されるザイモモナス・モビリス（Ｚｙｍｏｍｏ
ｎａｓ　ｍｏｂｉｌｉｓ）のストレス適応株を用いて試験した。この株それ自体はＺ．モ
ビリス（Ｚ．ｍｏｂｉｌｉｓ）株ＺＷ８０１－４に由来した。ＺＷ８０１－４のストレス
状態への適応は、共同所有される国際公開第２０１０／０７５２４１号パンフレットに記
載されており、その内容は参照によって本明細書に組み込まれる。ＺＷ８０１－４は、共
同所有される同時係属中の米国特許出願公開第２００８／０２８６８７０号明細書に記載
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されているＺ．モビリス（Ｚ．ｍｏｂｉｌｉｓ）の組換えキシロース利用株であり、その
内容もまた参照によって本明細書に組み込まれる。株ＺＷ８０１－４は株ＺＷ８００に由
来し、株ＺＷ８００は株ＺＷ６５８に由来するが、これらすべては米国特許出願公開第２
００８／０２８６８７０号明細書に記載されている。ＺＷ６５８は、連続転位現象を介し
て、キシロースイソメラーゼ、キシルロキナーゼ、トランスアルドラーゼ、およびトラン
スケトラーゼをコードする４つのキシロース利用遺伝子を含有する２つのオペロン、Ｐga

pｘｙｌＡＢおよびＰgapｔａｌｔｋｔをＺＷ１（ＡＴＣＣ＃３１８２１）のゲノムに組込
み、次いでキシロースを含有する選択培地に適応させることによって構築した。ＺＷ６５
８はＡＴＣＣ＃ＰＴＡ－７８５８として寄託した。ＺＷ６５８では、グルコースフルクト
ースオキシドレダクターゼをコードする遺伝子を、宿主媒介性ダブルクロスオーバーの相
同組換えおよびＺＷ８００を作製する選択可能マーカーとしてのスペクチノマイシン耐性
を使用して挿入的に不活化した。ｌｏｘＰ部位が隣接するスペクチノマイシン耐性マーカ
ーを、Ｃｒｅレコンビナーゼを使用して部位特異的組換えにより除去し、ＺＷ８０１－４
を作製した。
【０１０８】
　発酵はすべて、５０ｍＬ反応器を用いて、ｐＨ５．８に調整した培地中で３３℃にて実
施した（「方法」に記載）。続く細胞増殖を可能にするために、加水分解産物は、遠心分
離（４５，０００×ｇで２０分間、Ｓｏｒｖａｌｌ　ＳＳ３４ローター）後、無菌の０．
２ミクロンフィルターユニット（Ｎａｌｇｅｎｅ）による濾過によって澄明化した。加水
分解産物に接種するためのシード培養物は、２０ｇ／Ｌ酵母抽出物、４ｇ／Ｌ　ＫＨ2Ｐ
Ｏ4、２ｇ／Ｌ　ＭｇＳＯ4・７Ｈ2Ｏ、１．８ｇ／Ｌソルビトール、および１５０ｇ／Ｌ
グルコースを含有する酵母エキス培地中で増殖させた。シード培養物および加水分解産物
の両方のｐＨを、塩基として４Ｎ　ＮａＯＨを使用して５．８に維持した。培養物のＯＤ
（６００ｎｍ）変化は、培地のバックグラウンド吸収に対する補正を、時間を通して行い
ながら測定した。グルコースおよびキシロースの消費ならびにエタノールの生産は取り出
したアリコートのＨＰＬＣ解析によりモニターした。
【０１０９】
　最良の結果を得るには、典型的にはシード反応器を約１０のＯＤに到達させた後、１０
％のシード接種物を加水分解産物の反応器に加える。より難しい試験を実現するために、
より少量のシード培養物を加えることを決定した。シード培養物のＯＤが１４（４０ｇ／
Ｌグルコースが残存）に到達したとき、シード培養物０．６７ｍＬおよびシード培地４．
３３ｍＬを、４つの反応器それぞれの中の加水分解産物４５ｍＬに移した。
【０１１０】
実施例１～３および比較例Ａ
　以下の実施例は、改善された阻害因子プロファイルを有する発酵性糖を放出させるため
のバイオマスのアンモニア処理について本方法を実証するものである。得られた糖類の収
率を定量化し、かつ改善された阻害因子プロファイルの利点を実証するために、アンモニ
ア処理バイオマス試料を糖化し、その後加水分解産物を発酵に供した。
【０１１１】
　比較例Ａは、アセトアミドとアセテートの比が１未満である阻害因子プロファイルを生
成する代替的アンモニア工程により前処理されたバイオマスに対する、糖化および発酵の
結果を説明するために含まれている。代替的に前処理されたバイオマスの糖化により得ら
れた加水分解産物は、実施例１～３に使用されたものと同じ発酵条件下で、より低速度で
発酵することが実証された。
【０１１２】
実施例１のアンモニア処理
　５Ｌの名目実施容量を有する水平円筒状パドルミキサー反応器に、１ｍｍサイズのスク
リーンに通してハンマーミルされたトウモロコシ穂軸５２０グラムを大気圧下２２℃で装
入した。ハンマーミルされたトウモロコシ穂軸には約５質量％の初期水分含量（すなわち
９５％の乾燥物質）があった。アンモニアとの接触を促進し、反応中の圧力増大を最小に
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するために、２９質量％の水酸化アンモニウム溶液１３８グラムを反応器に注入する前に
、約７５ｍｍＨｇの絶対圧になるまで反応器から非凝縮物を排出した。内容物を３０分間
混合した後、ミキサーを停止した。再循環ウォーターバスを反応器ジャケットに接続し、
浴槽温度を３７℃に設定した。最終的なアンモニア負荷は乾燥物質の８質量パーセントで
あり、初期固形物負荷は７６％であった。反応を３７℃で６８時間継続した。次いで、窒
素により反応器ヘッドスペースを掃除しながら、大気圧蒸気を反応器ジャケットに適用し
て過剰アンモニアを除去した。１００℃で１．５時間加熱した後、最終生産物を反応器か
ら取り出した。
【０１１３】
実施例２のアンモニア処理
　２Ｌの名目実施容量を有する水平円筒状パドルミキサー反応器に、１ｍｍサイズのスク
リーンに通してハンマーミルされたトウモロコシ穂軸２９４．１グラムを装入した。ハン
マーミルされたトウモロコシ穂軸には約５質量％の初期水分含量（すなわち９５％の乾燥
物質）があった。穂軸の初期水分を１５質量％に調整するために、室温の水３５．０ｇを
穂軸に加え、約３０分間混合した。次に、２９質量％の水酸化アンモニウム３８．３グラ
ムを加え、１５分間混合した。次いで、ミキサーを停止した。最終的なアンモニア負荷は
乾燥物質の４質量％であり、初期固形物負荷は７７質量％であった。３７℃の水を反応器
ジャケットに通して循環させた。反応を３７℃で１１８時間継続した。次いで、真空を適
用して約２５ｍｍＨｇまでシステムの圧力を低下させ、再循環バッチ温度を７０℃に１２
０分間上昇させてシステムから過剰アンモニアを除去した。次いで、最終生産物を反応器
から取り出した。
【０１１４】
実施例３のアンモニア処理
　この実施例は実施例２と同様な手順で行われた。２Ｌの名目実施容量を有する水平円筒
状パドルミキサー反応器に、１ｍｍサイズのスクリーンに通してハンマーミルされたトウ
モロコシ穂軸３５０．０グラムを装入した。ハンマーミルされたトウモロコシ穂軸には約
５質量％の初期水分含量（すなわち９５％の乾燥物質）があった。穂軸の初期水分を１５
質量％に調整するために、室温の水４２．９グラムを穂軸に加え、約５分間混合した。次
に、２９質量％の水酸化アンモニウム４６．１グラムを加え、１０分間混合した。次いで
、ミキサーを停止した。最終的なアンモニア負荷は乾燥物質の４．０質量％であり、初期
固形物負荷は７６質量％であった。３７℃の水を反応器ジャケットに通して循環させた。
反応を３７℃で１１８時間継続した。次いで、真空を適用して約２５ｍｍＨｇまでシステ
ムの圧力を低下させ、再循環バッチ温度を７０℃に１２０分間上昇させてシステムから過
剰アンモニアを除去した。次いで、最終生産物を反応器から取り出した。
【０１１５】
比較例Ａのアンモニア処理
　比較例Ａは、１３０Ｌの名目実施容量の水平円筒状前処理反応器を使用して実施した前
処理実験に基づいている。一連の１０の個別１３０Ｌ前処理反応器実験は、１０００Ｌの
糖化実験を実施するのに十分な前処理原料を生産するために実施した。１０００Ｌ実験か
らの加水分解産物は、前述の実施例１～３に記載の前処理実験から生成された加水分解産
物と発酵性能を比較するために使用した。下記の説明は、各１３０Ｌ前処理実験に対して
使用した平均的条件を記載している。
【０１１６】
　３／８”（約0.95 cm）または３／１６”（約0.48 cm）のいずれかのスクリーンに通し
てハンマーミルされたトウモロコシ穂軸を反応器に装入した。穂軸の水分含量は約８．５
質量％であった。各バッチに対して、穂軸２９．７ｋｇを反応器に装入した。初期アンモ
ニア負荷が６質量％ＤＭ（６バッチ）または８質量％ＤＭ（４バッチ）のいずれかになる
ように、水酸化アンモニウムおよび水を反応器に装入した。糖化のために装入した穂軸に
対する平均アンモニア負荷は、ＤＭの６．８質量％であった。初期固形物負荷は平均５５
．８質量％であった。ジャケット上に蒸気を適用して７５～９５℃の温度に反応器を予熱
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した。蒸気を反応器に直接注入して、約１４０℃まで約４分間反応温度を上昇させた。１
４０℃超の目標温度に到達させた後、１４５℃±２℃に制御した温度で反応混合物を２０
分間保持した。次いで、システム内の圧力を大気圧まで低下させた後、冷却器およびガス
洗浄装置のシステムに真空を適用して過剰水性アンモニア蒸気を除去した。反応器の温度
が約６０℃未満になったとき、前処理生産物を反応器から取り出した。
【０１１７】
　次の表では、実施例１～３および比較例Ａに対するアンモニア処理条件および結果が要
約されている。比較例Ａの数値は１０の個別前処理の平均である。
【０１１８】
表2　実施例1～3および比較例Aの前処理条件および結果

【０１１９】
実施例１、２、および３のアンモニア処理バイオマスの糖化
　実施例１、２、および３のアンモニア処理穂軸は、０．５Ｌ反応器中で別々に糖化され
た。これらのランでは、バイオマスは流加回分方式で装入し、一方酵素は実験の初めにバ
ッチ方式で装入した。アンモニア処理穂軸はそれ以上粉砕せずに糖化させた。脱イオン水
を反応ヒール（ｈｅｅｌ）として使用した。アンモニア処理穂軸を水に加え、約１２．５
％ＤＷＢのスラリーを作製した。温度を４７℃に上昇させ、１Ｎ硫酸溶液を用いてｐＨを
５．３に調整した。最終加水分解産物に基づいて酵素を次の用量で添加した。ＳＰＥＺＹ
ＭＥ（登録商標）ＣＰおよびＮｏｖｏｚｙｍｅ－１８８をそれぞれ２０および５ｍｇタン
パク質／ｇセルロース、ならびにＭＵＬＴＩＦＥＣＴ（登録商標）－ＣＸ１２Ｌを１０ｍ
ｇタンパク質／ｇヘミセルロース。残存する前処理穂軸を、酵素の添加後４時間以内に３
等分割して装入し、加水分解産物の全固形物負荷を２５％ＤＷＢにした。反応器を３００
～５００ｒｐｍで連続的に撹拌し、ランを通して、粒子の懸濁および十分な撹拌を維持し
た。７２時間後に、最終的な糖化液の糖含量をＧｅｎｅｒａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓに記載の
糖測定プロトコルに従って測定した。糖化の結果を理論収率のパーセントとして表３に示
す。
【０１２０】
比較例Ａ前処理バイオマスの糖化
　上述したように前処理された比較例Ａバイオマスの糖化は、約１００Ｌの加水分解産物
を含有する１４５０Ｌの反応器中で実施した。酵素およびその用量は実施例１、２、およ
び３と同じであった。バイオマスの装入は、酵素の初期負荷および添加後に、残存するバ
イオマスを９時間連続して加えたことを除いて、実施例１、２、および３と同じであった
。比較例Ａと実施例１、２、および３との主要な相違は、比較例Ａの中で使用した、反応
器内のインライングラインダーを有する再循環ループの利用であった。インライングライ
ンダーは、ランの間にバイオマスの粒子サイズ分布を低減し、糖化速度および糖形成収率
を高めた。
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【０１２１】
表3　実施例1～3および比較例Aにおける、糖化を通しての液相中の糖類の収率

* 72時間における収率
** 70時間における収率
【０１２２】
　アセトアミドと酢酸のモル比は７０時間の時点で１．１３であり、その比は、１．１３
から１．１７の範囲を変動しながら、糖化を通して基本的に一定のままであった。比較例
Ａにおけるアセトアミドと酢酸の比１．１３は、実施例１、２、および３におけるそれぞ
れ４．９８、２．７８、および２．６２と比較される。
【０１２３】
　比較例Ａで糖化の間インライングラインダーを使用したことが主な理由となって、比較
例Ａのグルコースおよびキシロースの収率は、実施例１、２、および３より幾分高い。イ
ンライングラインダーは、バイオマスの粒子サイズ分布を低減し、糖形成速度を高めた。
すべての場合でキシロース形成は同様であった。全キシロースの大部分は、最初の２４時
間で形成され、その後、ランの残りの期間ではその増加は緩慢となる。
【０１２４】
実施例１～３および比較例Ａの加水分解産物の発酵
　ザイモモナス・モビリス（Ｚｙｍｏｍｏｎａｓ　ｍｏｂｉｌｉｓ）株ＺＷ７０５の発酵
性能を使用して、各発酵に対して同一のシード培養物で開始する並行方式で、比較例Ａに
対する実施例１～３のトウモロコシ穂軸加水分解産物を評価した。株ＺＷ７０５は、ザイ
モモナス菌（Ｚｙｍｏｍｏｎａｓ）をグルコースと同様にキシロースも発酵可能にする統
合導入遺伝子を含有する組換え株である。この株の生成は上述されており、かつ２００９
年１２月２２日に出願された、共同所有される同時係属中の米国仮特許出願第６１／１３
９，８５２号明細書に記載されている。
【０１２５】
　発酵はすべて、５０ｍＬ反応器（上記に記載）を使用し、ｐＨ５．８に調整した増殖培
地中で３３℃にて実施した。細胞増殖を可能にするために、加水分解産物は、遠心分離（
４５，０００×ｇで２０分間、Ｓｏｒｖａｌｌ　ＳＳ３４ローター）後、無菌の０．２ミ
クロンフィルターユニット（Ｎａｌｇｅｎｅ）による濾過によって澄明化した。加水分解
産物に接種するためのシード培養物は、２０ｇ／Ｌ酵母抽出物、４ｇ／Ｌ　ＫＨ2ＰＯ4、
２ｇ／Ｌ　ＭｇＳＯ4・７Ｈ2Ｏ、１．８ｇ／Ｌソルビトール、および１５０ｇ／Ｌグルコ
ースを含有する酵母エキス培地中で増殖させた。シード培養物および加水分解産物の両方
のｐＨを、塩基として４Ｎ　ＮａＯＨを使用して５．８に維持した。培養物の光学密度の
変化（６００ｎｍでの）は、培地のバックグラウンド吸収に対する補正を、時間を通して
行いながら測定した。グルコースおよびキシロースの消費ならびにエタノールの生産は取
り出したアリコートのＨＰＬＣ解析によりモニターした。
【０１２６】
　最良の結果を得るには、典型的にはシード反応器を約１０のＯＤに到達させた後、１０
％のシード接種物を加水分解産物の反応器に加える。より難しい試験を実現するために、
より少量のシード培養物を加えることを決定した。シード培養物のＯＤが１４（４０ｇ／
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Ｌグルコースが残存）に到達したとき、シード培養物０．６７ｍＬ（容積では１．３％）
およびシード培地４．３３ｍＬを、４つの反応器それぞれの中の加水分解産物４５ｍＬに
移した。最終的な発酵からのデータを以下の表に示す。
【０１２７】
　このデータから、実施例１～３の加水分解産物の発酵は比較例Ａの加水分解産物の発酵
より短いラグおよび高い増殖速度を示すことが理解され得る。さらに、全発酵時間が、比
較例Ａ加水分解産物中の全糖の約２５％超を説明する場合でさえ、遙かに短期間である。
下記の表に、容積測定による発酵速度、タイター、および収率をリストする。４つの発酵
すべての収率はほぼ同じになったが、最大グルコースおよびキシロース取込み速度、平均
エタノール生産速度、ならびに最大増殖速度はすべて、比較例Ａの加水分解産物より実施
例１～３の加水分解産物の方が大きい。タイターのみが、比較例Ａにおいて、その開始全
糖含量が高かったため、より高くなった。
【０１２８】
表4　発酵データ

注：* 27時間における値
　　** 24時間における値
　　*** 54時間における値
【０１２９】
実施例４～１１および比較例Ｂ～Ｇ
　以下の実施例は、改善された阻害因子プロファイルを有する発酵性糖を放出させるため
のバイオマスのアンモニア処理について本方法を実証するものである。比較例Ｂ～Ｇが比
較目的のために含まれる。
【０１３０】
　無水アンモニア（４．０グレード、レクチャーボトル、サイズ２”×１３”）は、ＧＴ
＆Ｓ　Ｉｎｃ．（Ａｌｌｅｎｔｏｗｎ、ＰＡ）から市販品を入手した。Ｕｎｉｖｅｒｓｉ
ｔｙ　ｏｆ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｆａｒｍ、ｉｎ　Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩから入手し、
表１に示すものと同様な組成を有するトウモロコシ穂軸を、１．０ｍｍスクリーンを有す
る微粉機（Ｍｏｄｅｌ　＃１ＳＨ、Ｓｅｒｉａｌ　＃１００１９；Ｐｕｌｖｅｒｉｚｉｎ
ｇ　Ｍａｃｈｉｎｅｒｙ　Ｄｉｖｉｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｉｋｒｏｐｕｌ　Ｃｏｒｐｏｒａ
ｔｉｏｎ；Ｓｕｍｍｉｔ、ＮＪ）で処理することにより、１．０ｍｍまでハンマーミルし
た。装置の過熱を防ぐために、粉砕する前に穂軸にドライアイスを加えた。バイオマスの
乾燥物質含量は、１０５℃で作動するＤｅｎｖｅｒ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ　ＩＲ－１
２０湿度計を使用して測定した。アセトアミドおよび酢酸の測定法は、カラムを５５℃の
代わりに６５℃で操作する点を除いて本明細書において上述したものと同様であった。
【０１３１】
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　実施例４～１１および比較例Ｂ～Ｇで使用したアンモニア処理システムは、一方の端部
にＣｏｌｅ　Ｐａｒｍｅｒ圧変換器（Ｍｏｄｅｌ　２０６）を含むように改変された７５
ｍＬステンレス鋼高圧チューブ（Ｈｏｋｅ，Ｉｎｃ．、Ｓｐａｒｔａｎｂｕｒｇ、ＳＣ）
からなっていた。チューブのこの端部を、真空ラインおよび無水アンモニア供給源に接続
したコイルラインに接続した。チューブのもう１つの端部は漏斗を使用して穂軸を加える
ためのポートとして使用した。チューブの容積容量の１４％に等しい少量の穂軸を、チュ
ーブの底部に均一に分布させ、アンモニアが穂軸と均一に相互作用できるように、穂軸を
チューブの内部に緩く詰めた。穂軸添加後、ポートを介して熱電対を設置し、チューブを
閉じた。温度制御のためにチューブおよびコイルラインを所与の温度に設定したウォータ
ーバスに浸した。熱電対および圧変換器をデータ取得ボックスに接続して、チューブ内部
の圧力および温度の数値を電子取得するためのＤａｑＶｉｅｗソフトウェア（Ｍｅａｓｕ
ｒｅｍｅｎｔ　Ｃｏｍｐｕｔｉｎｇ　Ｃｏｒｐ．、Ｎｏｒｔｏｎ、ＭＡ）を備えたラップ
トップにつないだ。チューブから放出されるいかなるアンモニアも中和するために、３７
％ＨＣｌを含有するガス洗浄装置を真空ポンプの上流に接続した。各実験に対して所望量
のアンモニアを徐々に添加するためにニードル弁を使用した。アンモニア添加量は、電子
秤上にアンモニアレクチャーボトルを置き、チューブ中へのアンモニアの添加前後の質量
を記録することにより測定した。
【０１３２】
　以下の前処理手順を用いた。７５ｍＬの名目容積を有する水平圧力チューブに、表５に
示すパーセント水分を有する３．６から３．８ｇの穂軸を大気圧下で装入した。穂軸中の
この水分は実験中の水の供給源になった。所望のパーセント水分を得るために、約４．５
％の初期水分含量（すなわち９５．５％の乾燥物質）を有するハンマーミルされた穂軸に
水を加えた。次いで、スパチュラを使用してこの穂軸混合物を少なくとも５分間撹拌し、
冷蔵庫に一晩置いて平衡化させた。翌日、穂軸を５分間再び混合し、この混合物試料をパ
ーセント水分含量の決定ために分析した。
【０１３３】
　穂軸を加えた後、チューブを密閉し、チューブ内部が所望温度に到達するまで、ウォー
ターバス中に置いた。アンモニアとの接触を促進するために、無水アンモニアの添加前に
０．１バール（ｂａｒａ）の絶対圧まで、浸したチューブを排気した。７０℃で行った前
処理実験では、穂軸があるチューブの中にアンモニアを１５分間滞留させ、１５分の時点
でチューブを冷却したウォーターバスに移してその温度を低下させた。次いで、０．１バ
ールになるまで真空を適用し、過剰アンモニアを除去した。チューブ圧力を大気圧に戻す
ために窒素を適用した後、ウォーターバスからチューブを取り出し、分析のために生産物
を採取した。
【０１３４】
　表５に、実施例４～１１および比較例Ｂ～Ｇで使用した反応条件および得られた結果を
要約する。
【０１３５】
表5　実施例4～11および比較例B～Gの前処理条件および結果。すべてのランは圧力チュー
ブ内で70℃にて前処理時間15分で実施した。
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【０１３６】
　表５の結果から、所与の前処理時間および温度に対して、全アセチル変換およびＡＭ／
ＡＡ比に関して最適な生産物規格に到達するように、バイオマス、水、およびアンモニア
のパーセント比を調整することができることがわかる。
【０１３７】
　本発明の特定の実施形態が上述の説明に記載されているが、本発明は、本発明の本質的
な特性の精神から逸脱することなく、多数の変更、置換、および再配置が可能であること
は、当業者ならば理解されよう。本発明の範囲を指す場合、上述の明細書よりむしろ添付
の特許請求の範囲を参照すべきである。
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【国際調査報告】
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