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(57)【要約】
　生物産物の製造のために酵母成長を増強する方法が記
載されている。発酵による生物産物の製造方法も提供さ
れる。該方法において使用される栄養組成物も記載され
ている。栄養組成物と、酵母培養物（又は真菌、藻類、
若しくは細菌培養物）と、糖類とを含有する液体混合物
も提供される。
【選択図】図1A
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　コーンスティープリカーと、少なくとも1種の消泡剤（a）若しくは少なくとも1種の界
面活性剤（b）の少なくとも一方、又はそれらの任意の組み合わせとを含む栄養組成物を
含有する成長培地中で、少なくとも1種の酵母を培養して、増殖した酵母培養物を得るこ
とを含む、生物産物の製造のための酵母成長の増強方法。
【請求項２】
　前記栄養組成物は、非イオン性界面活性剤、両性界面活性剤、又はそれらの任意の組み
合わせである少なくとも1種の界面活性剤を含む、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　前記少なくとも1種の消泡剤が存在し、それは少なくとも1種の有機消泡剤である、請求
項1に記載の方法。
【請求項４】
　前記少なくとも1種の消泡剤は、1から5までのHLB値を有する少なくとも1種の界面活性
剤である、請求項3に記載の方法。
【請求項５】
　前記少なくとも1種の有機消泡剤は、ポリグリコール、ポリグリコールとシリコーンと
のブレンド、脂肪酸エトキシレート、エトキシル化脂肪アミン、又はそれらの任意の組み
合わせである、請求項3に記載の方法。
【請求項６】
　前記少なくとも1種の界面活性剤は、エトキシル化ソルビタンエステル、グリセリドエ
トキシレート、エトキシル化ひまし油、アルコールエトキシレート、アルキルフェノール
エトキシレート、フェノールエトキシレート、アミドエトキシレート、脂肪酸エトキシレ
ート、脂肪アミンエトキシレート、脂肪アミドエトキシレート、脂肪モノエタノールアミ
ド若しくは脂肪ジエタノールアミド、アルキルグリコシド、ポリエチレングリコール（PE
G）、アセチレングリコール、ポリプロピレングリコール（PPG）、ポロキサマー、アルカ
リ金属アリールスルホン酸塩、エトキシル化脂肪アミド、又はそれらの任意の組み合わせ
である非イオン性界面活性剤である、請求項2に記載の方法。
【請求項７】
　前記少なくとも1種の界面活性剤は、エトキシル化ソルビタンエステル（ポリソルベー
ト）である非イオン性界面活性剤である、請求項2に記載の方法。
【請求項８】
　前記少なくとも1種の界面活性剤は、2から39までのHLB値を有する非イオン性界面活性
剤である、請求項2に記載の方法。
【請求項９】
　前記少なくとも1種の界面活性剤は、7から25までのHLB値を有する非イオン性界面活性
剤である、請求項2に記載の方法。
【請求項１０】
　前記栄養組成物は、該組成物の総固体重量に対して、1.0重量%から99.9重量%までのコ
ーンスティープリカーと、0.1重量%から50重量%までの少なくとも1種の消泡剤（a）、若
しくは0.1重量%から50重量%までの少なくとも1種の界面活性剤（b）の少なくとも一方、
又は（a）及び（b）の任意の組み合わせとを含む、請求項2に記載の方法。
【請求項１１】
　前記培養は、混合物の重量に対して、0.01重量%から50.00重量%までの前記少なくとも1
種の酵母と、99.99重量%から50.00重量%までの前記栄養組成物とを含有する混合物を培養
することを含む、請求項1に記載の方法。
【請求項１２】
　前記少なくとも1種の酵母は、サッカロマイセス・セレビシエ、サッカロマイセス・パ
ストリアヌス（カールスベルゲンシス）、クルイウェロマイセス・ラクティス、クルイウ
ェロマイセス・フラジリス、フサリウム・オキシスポラム、又はそれらの任意の組み合わ
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せである、請求項1に記載の方法。
【請求項１３】
　前記栄養組成物の添加は、培養をコーンスティープリカーだけを添加して、少なくとも
1種の消泡剤を用いずに行った増殖した酵母培養物における酵母濃度と比べて、1グラム当
たり少なくとも約3000000個の細胞の増殖した酵母培養物における酵母濃度の増大をもた
らす、請求項1に記載の方法。
【請求項１４】
　前記栄養組成物の添加は、培養をコーンスティープリカーだけを添加して、少なくとも
1種の界面活性剤及び少なくとも1種の消泡剤を用いずに行った増殖した酵母培養物におけ
る酵母濃度と比べて、1グラム当たり少なくとも約3000000個の細胞の増殖した酵母培養物
における酵母濃度の増大をもたらす、請求項2に記載の方法。
【請求項１５】
　前記栄養組成物の添加は、培養を同量の前記コーンスティープリカーだけを添加して、
少なくとも1種の消泡剤を用いずに行った増殖した酵母培養物における酵母濃度と比べて
、単位重量当たりの細胞数を基準として少なくとも約25%以上の増殖した酵母培養物にお
ける酵母濃度の増大をもたらす、請求項1に記載の方法。
【請求項１６】
　前記栄養組成物の添加は、培養を同量の前記コーンスティープリカーだけを添加して、
少なくとも1種の界面活性剤及び少なくとも1種の消泡剤を用いずに行った増殖した酵母培
養物における酵母濃度と比べて、単位重量当たりの細胞数を基準として少なくとも約25%
以上の増殖した酵母培養における酵母濃度の増大をもたらす、請求項2に記載の方法。
【請求項１７】
　コーンスティープリカーと、少なくとも1種の消泡剤（a）若しくは少なくとも1種の界
面活性剤（b）の少なくとも一方、又はそれらの任意の組み合わせとを含む栄養組成物を
含有する成長培地中で、少なくとも1種の酵母を培養して、増殖した酵母培養物を得るこ
とと、
　発酵基質に前記増殖した酵母培養物を接種して、発酵可能なバイオマスを生成すること
と、
　前記発酵可能なバイオマスを発酵させて、少なくとも1種の生物産物と未発酵の固体含
有物とを含む発酵したバイオマスを生成することと、
　前記少なくとも1種の生物産物の少なくとも一部を前記固体含有物から分離することと
、
を含む、発酵による生物産物の製造方法。
【請求項１８】
　前記栄養組成物は、非イオン性界面活性剤、両性界面活性剤、又はそれらの任意の組み
合わせである少なくとも1種の界面活性剤を含む、請求項17に記載の方法。
【請求項１９】
　前記コーンスティープリカー、前記少なくとも1種の消泡剤、及び前記少なくとも1種の
界面活性剤は、培養のために添加前に予め混合しておく、請求項17に記載の方法。
【請求項２０】
　前記コーンスティープリカー、前記少なくとも1種の消泡剤、及び前記少なくとも1種の
界面活性剤は、培養のために個別に添加する、請求項17に記載の方法。
【請求項２１】
　前記少なくとも1種の消泡剤が存在し、それは少なくとも1種の有機消泡剤である、請求
項17に記載の方法。
【請求項２２】
　前記少なくとも1種の消泡剤は、1から5までのHLB値を有する界面活性剤である、請求項
21に記載の方法。
【請求項２３】
　コーンスティープリカーと、少なくとも1種の消泡剤と、少なくとも1種の界面活性剤と
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を含む追加の栄養組成物を導入することを更に含み、その栄養組成物は前記発酵可能なバ
イオマス中に含有される、請求項17に記載の方法。
【請求項２４】
　コーンスティープリカーと、少なくとも1種の消泡剤と、任意に少なくとも1種の界面活
性剤とを含む追加の栄養組成物を導入することを更に含み、その栄養組成物は前記発酵可
能なバイオマス中に含有される、請求項18に記載の方法。
【請求項２５】
　前記コーンスティープリカー、前記少なくとも1種の消泡剤、及び任意の前記少なくと
も1種の界面活性剤は、発酵可能なバイオマスに添加する前に予め混合しておく、請求項2
4に記載の方法。
【請求項２６】
　前記コーンスティープリカー、前記少なくとも1種の消泡剤、及び任意の前記少なくと
も1種の界面活性剤は、発酵可能な塊へと個別に添加する、請求項24に記載の方法。
【請求項２７】
　前記少なくとも1種の生物産物は、エタノール、油、又はそれらの組み合わせである、
請求項17に記載の方法。
【請求項２８】
　前記分離は、前記発酵したバイオマスからエタノールを蒸留することa）、前記発酵し
たバイオマスから油を抽出することb）、又はa）及びb）の両方c）を含む、請求項17に記
載の方法。
【請求項２９】
　前記栄養組成物の添加は、培養を同量の前記コーンスティープリカーだけを添加して、
少なくとも1種の消泡剤を用いずに行った増殖槽及び発酵槽における酵母濃度と比べて、1
グラム当たり少なくとも約3000000個の細胞の増殖槽及び発酵槽における酵母濃度の増大
をもたらす、請求項17に記載の方法。
【請求項３０】
　前記栄養組成物の添加は、培養を同量の前記コーンスティープリカーだけを添加して、
少なくとも1種の界面活性剤及び少なくとも1種の消泡剤を用いずに行った増殖槽及び発酵
槽における酵母濃度と比べて、1グラム当たり少なくとも約3000000個の細胞の増殖槽及び
発酵槽における酵母濃度の増大をもたらす、請求項18に記載の方法。
【請求項３１】
　前記栄養組成物の添加は、培養を同量の前記コーンスティープリカーだけを添加して、
少なくとも1種の消泡剤及び少なくとも1種の界面活性剤を用いずに行った増殖槽及び発酵
槽におけるエタノール濃度と比べて、少なくとも1%重量／容量の前記発酵したバイオマス
におけるエタノール濃度の増大をもたらす、請求項17に記載の方法。
【請求項３２】
　前記発酵は、30%から40%までの発酵可能な固形分での高重力発酵であり、かつ前記栄養
組成物の添加は、培養を該栄養組成物ではなく同量の尿素を用いて行ったエタノール収率
と比べて、少なくとも約2%のエタノール収率の増大をもたらす、請求項17に記載の方法。
【請求項３３】
　増殖槽及び発酵槽は、0.02%重量／容量から18%重量／容量までのエタノール濃度を有し
、かつ前記栄養組成物の添加は、培養を同量の前記コーンスティープリカーだけを添加し
て、少なくとも1種の界面活性剤及び少なくとも1種の消泡剤を用いずに行った前記発酵し
たバイオマスにおける酵母濃度と比べて、単位重量当たりの細胞数を基準として少なくと
も約2.5%の前記発酵したバイオマスにおける酵母濃度の増大をもたらす、請求項18に記載
の方法。
【請求項３４】
　前記栄養組成物の添加は、培養を同量の前記コーンスティープリカーだけを添加して、
少なくとも1種の消泡剤を用いずに行った増殖槽及び発酵槽における残留糖濃度と比べて
、少なくとも3%重量／容量の前記発酵したバイオマスにおける残留糖濃度の低減をもたら
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す、請求項17に記載の方法。
【請求項３５】
　培養を、回分式発酵、流加回分式発酵、又は連続式発酵から選択される発酵方式で実施
する、請求項17に記載の方法。
【請求項３６】
　発酵を、回分式発酵、流加回分式発酵、又は連続式発酵から選択される発酵方式で実施
する、請求項17に記載の方法。
【請求項３７】
　前記発酵基質は、穀類、例えばトウモロコシ、コムギ、ライムギ、オオムギ及びモロコ
シ、リグノセルロース質材料、例えば木材、ヤナギ材及びスイッチグラス、農業残渣、例
えばトウモロコシ茎葉、トウモロコシ穂軸、わら及びバガス、サトウキビ、糖蜜、テンサ
イ、デンプン材料、例えばタピオカ（カッサバ）及びジャガイモ、紙及びパルプ工業廃棄
物、藻類、木材、種子、草、又はそれらの任意の組み合わせを含む、請求項17に記載の方
法。
【請求項３８】
　前記発酵基質は、トウモロコシを含む、請求項17に記載の方法。
【請求項３９】
　i）コーンスティープリカーと、
　ii）非イオン性界面活性剤、両性界面活性剤、若しくはそれらの任意の組み合わせであ
る少なくとも1種の界面活性剤（a）、若しくは少なくとも1種の消泡剤（b）の少なくとも
一方、又はそれらの任意の組み合わせと、
を含む発酵栄養組成物。
【請求項４０】
　前記少なくとも1種の消泡剤が存在し、それは少なくとも1種の有機消泡剤である、請求
項39に記載の発酵栄養組成物。
【請求項４１】
　前記少なくとも1種の有機消泡剤は、ポリグリコール、ポリグリコールとシリコーンと
のブレンド、脂肪酸エトキシレート、エトキシル化脂肪アミン、又はそれらの任意の組み
合わせである、請求項39に記載の発酵栄養組成物。
【請求項４２】
　前記少なくとも1種の界面活性剤は、エトキシル化ソルビタンエステル、グリセリドエ
トキシレート、エトキシル化ひまし油、アルコールエトキシレート、アルキルフェノール
エトキシレート、フェノールエトキシレート、アミドエトキシレート、脂肪酸エトキシレ
ート、脂肪アミンエトキシレート、脂肪アミドエトキシレート、脂肪モノエタノールアミ
ド若しくは脂肪ジエタノールアミド、アルキルグリコシド、ポリエチレングリコール（PE
G）、アセチレングリコール、ポリプロピレングリコール（PPG）、ポロキサマー、アルカ
リ金属アリールスルホン酸塩、エトキシル化脂肪アミド、又はそれらの任意の組み合わせ
である非イオン性界面活性剤である、請求項39に記載の発酵栄養組成物。
【請求項４３】
　前記少なくとも1種の界面活性剤は、エトキシル化ソルビタンエステル（ポリソルベー
ト）である非イオン性界面活性剤である、請求項39に記載の発酵栄養組成物。
【請求項４４】
　前記少なくとも1種の界面活性剤は、7から25までのHLB値を有する非イオン性界面活性
剤であり、かつ前記少なくとも1種の有機消泡剤は、1から5までのHLB値を有する界面活性
剤である、請求項39に記載の発酵栄養組成物。
【請求項４５】
　前記栄養組成物の総固体重量に対して、1.0重量%から99.9重量%までのコーンスティー
プリカーと、0.1重量%から50重量%までの少なくとも1種の消泡剤と、0.1重量%から50重量
%までの少なくとも1種の界面活性剤とを含む、請求項39に記載の発酵栄養組成物。
【請求項４６】
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　コーンスティープリカー、酵母培養物、及び糖類と、
　少なくとも1種の界面活性剤（a）若しくは少なくとも1種の消泡剤（b）の少なくとも一
方、又はそれらの任意の組み合わせと、
を含む液体混合物。
【請求項４７】
　前記少なくとも1種の消泡剤は、有機消泡剤であり、かつ前記少なくとも1種の界面活性
剤は、非イオン性界面活性剤、両性界面活性剤、又はそれらの任意の組み合わせである、
請求項46に記載の液体混合物。
【請求項４８】
　前記少なくとも1種の有機消泡剤は、1から5までのHLB値を有する界面活性剤であり、か
つ前記少なくとも1種の界面活性剤は、7から25までのHLB値を有する非イオン性界面活性
剤である、請求項47に記載の液体混合物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は、2015年10月20日付けで出願された先の米国仮特許出願第62/243，717号（その
内容全体が引用することにより本明細書の一部をなす）の米国特許法第119条（e）項に基
づく利益を主張するものである。
【０００２】
　本発明は、細胞培養及び発酵による生物産物の製造のための酵母成長の増強方法、並び
にそのような用途のための栄養組成物、並びに該栄養組成物を含有する発酵可能なバイオ
マス混合物に関する。
【背景技術】
【０００３】
　微生物は、エタノール、アセトン、ブタノール、有機酸、脂質、油、酵素、タンパク質
、特定の炭水化物、抗生物質、及びその他の産物等の多くの種類の産物の製造のために発
酵において使用される。バイオマスの発酵によるエタノールの製造は、近年、代替燃料又
は生物燃料の供給源として大きな注目が集められている。
【０００４】
　細胞培養法及び発酵物の製造法において、これらの操作を改善する目的で使用される様
々な添加剤が記載されている。
【０００５】
　非特許文献1では、キシロース発酵性酵母によるD-キシロースの発酵における、窒素、
アミノ酸、ビタミン及びその他の栄養素の唯一の供給源としてコーンスティープリカーを
含有する培地の使用が記載されており、酵母成長の促進における、コーンスティープリカ
ーを含有する培地の効率とその他の窒素源を含有するその他の培地の効率とを比較評価し
ている。
【０００６】
　特許文献1は、粗グリセロール及びコーンスティープリカーを含む原材料を使用する酵
母発酵によるバイオディーゼルの製造方法を記載している。
【０００７】
　特許文献2は、ホエー透過物及び栄養源を用いてエタノール及び酵母タンパク質飼料を
製造する方法であって、接種工程、播種工程、増殖工程、及び発酵工程を含む、方法を記
載している。上記接種工程、播種工程、及び増殖工程における栄養源は、液体リン酸アン
モニウム及びコーンスティープリカーと、尿素硝安、抗生物質、及び過酸化水素等のその
他の成分とを含有するものと記載されている。
【０００８】
　特許文献3は、発酵法のための消泡剤であって、規定比の量のエチレンオキシド及びプ
ロピレンオキシドを、油又は脂肪と多価アルコールとの混合物に添加することによって得
られる反応生成物、並びに、脂肪酸、アルコール、ポリオキシアルキレン多価アルコール
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エーテル、ポリオキシアルキレンアルキルエーテル、ポリオキシアルキレン脂肪酸エステ
ル、ポリオキシアルキレンアルキルエーテル脂肪酸エステル、及びポリオキシアルキレン
ポリマーから選択される少なくとも1種の化合物である、消泡剤を記載している。
【０００９】
　特許文献4は、アルコール性発酵のための脱泡剤であって、ポリジメチルシロキサン油
、エチレンオキシド／プロピレンオキシドブロックコポリマー、及びシリコーン／シリカ
ブレンドを規定比で含む水性組成物である、脱泡剤を記載している。
【００１０】
　特許文献5は、発酵培地中の基質原料の発酵の間にサッカロマイセス属の一種（Sacchar
omycesspp.）によりエタノールを製造する方法及び組成物であって、モノテルペン及び界
面活性剤又は複数の界面活性剤の組み合わせを含むエマルジョンを添加することを含む、
方法及び組成物を記載している。エトキシル化アルコール、エトキシル化炭水化物、エト
キシル化植物油、ポリエチレングリコール（PEG）、ポリプロピレングリコール（PPG）、
PEG及びPPGのモノエステル及びジエステル、エトキシル化アミン、脂肪酸、エトキシル化
脂肪酸、脂肪アミド、及び脂肪ジエタノールアミド、並びに界面活性剤の商業的供給源の
具体例を含む界面活性剤が記載されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１１】
【特許文献１】米国特許出願公開第2012/0317877号
【特許文献２】米国特許出願公開第2013/0084615号
【特許文献３】米国特許第5,843,734号
【特許文献４】米国特許第6,448,298号
【特許文献５】米国特許第7,955,826号
【非特許文献】
【００１２】
【非特許文献１】Amartey, S.ら著の「Comparison of corn steep liquor with othernut
rients in the fermentation of D-xylose by Pichia stipitis CBS 6054.」 Biotechnol
ogy letters 16.2 (1994): 211-214
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１３】
　先述の発酵で使用された栄養素を基礎とする生成物は、酵母細胞数を必ずしも大幅に増
大させるものでもなければ、又は酵母細胞の生存率、出芽及び生命力を必ずしも高めるも
のでもない。先述の栄養生成物は、酵母の増殖及び発酵で使用される場合にも、酵母細胞
の高エタノール濃度耐性を必ずしも高めるものでもなければ、又は油抽出を必ずしも高め
るものでもない。これらの点で、かつその他の点で確実に改善された結果をもたらし得る
、細胞の培養、増殖及び発酵のための改善された栄養素を基礎とする生成物が求められて
いる。
【００１４】
　本発明の特徴は、細胞培養及び／又は生物産物の製造において、酵母の成長、増殖、生
存率、出芽若しくは生命力、又はこれらの任意の組み合わせを増強する方法を提供するこ
とである。本発明の更なる特徴は、発酵による生物産物の製造において、高められた効率
、生産性若しくは高エタノール濃度耐性、又はこれらの任意の組み合わせをもたらす栄養
組成物を提供することである。本発明の別の特徴は、そのような栄養組成物を含有する発
酵可能なバイオマス混合物を提供することである。
【００１５】
　本発明の追加の特徴及び利点は、以下に説明されるパートに記載され、一部において、
本明細書から明らかであり、又は本発明の実施により獲得することができる。本発明の目
的及び他の利点は、記載の説明及び添付の特許請求の範囲において特に指摘された要素及
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び組み合わせにより実現され、得られるだろう。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　これらの利点及びその他の利点を得るために、そして本明細書で具体的に表現され、か
つ幅広く記載される本発明の目的に応じて、本発明は、生物産物の製造のための酵母成長
の増強方法であって、コーンスティープリカーと、少なくとも1種の消泡剤（a）若しくは
少なくとも1種の界面活性剤（b）の少なくとも一方、又はそれらの任意の組み合わせとを
含む栄養組成物を含有する成長培地中で、少なくとも1種の酵母を培養して、増殖した酵
母培養物を得ることを含む、方法に関する。
【００１７】
　本発明は更に、
　コーンスティープリカーと、少なくとも1種の消泡剤（a）若しくは少なくとも1種の界
面活性剤（b）の少なくとも一方、又はそれらの任意の組み合わせとを含む栄養組成物を
含有する成長培地中で、少なくとも1種の酵母を培養して、増殖した酵母培養物を得るこ
とと、
　発酵基質に増殖した酵母培養物を接種して、発酵可能なバイオマスを生成することと；
発酵可能なバイオマスを発酵させて、少なくとも1種の生物産物と未発酵の固体含有物と
を含む発酵したバイオマスを生成することと、
　少なくとも1種の生物産物の少なくとも一部を固体含有物から分離することと、
を含む、発酵による生物産物の製造方法に関する。
【００１８】
　本発明はまた、
　コーンスティープリカーと、
　非イオン性界面活性剤、両性界面活性剤、若しくはそれらの任意の組み合わせである少
なくとも1種の界面活性剤（a）、若しくは少なくとも1種の消泡剤（b）の少なくとも一方
、又はそれらの任意の組み合わせと、
を含む発酵栄養組成物に関する。
【００１９】
　本発明はまた、
　コーンスティープリカーと、
　少なくとも1種の界面活性剤（a）若しくは少なくとも1種の消泡剤（b）の少なくとも一
方、又はそれらの任意の組み合わせと、
　酵母培養物と、
　糖類と、
を含む液体混合物に関する。
【００２０】
　上述の概要及び後述の詳細な説明はともに、例示かつ説明のみを目的としたものであり
、特許請求の範囲に記載される本発明を更に説明するよう提示することを意図しているに
すぎないことを理解されたい。本出願に引用されるとともに本出願の一部をなす添付の図
面は、本発明の特徴の幾つかを図示するものであり、記載の説明と併せて、本発明の原理
を説明するのに役立つ。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１Ａ】本発明の一例による栄養組成物を使用する発酵による生物産物の製造のための
一般的なプロセスフロー図である。
【図１Ｂ】本発明の一例による栄養組成物を使用して準備される増殖した酵母を導入する
ことによる、製造プラントにおけるトウモロコシエタノールの製造方法のプロセスフロー
図である。
【図２】細胞増殖実験で使用された種々の栄養組成物から得られる酵母細胞数濃度に対す
る効果を示す棒グラフであり、ここで、比較組成物は、コーンスティープリカーのみを含
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有し（「XP1」）、かつ本発明の例による組成物は、一方の配合物（「XP3」）においては
コーンスティープリカー及び消泡剤を含有し、かつもう一方の配合物（「XP4」）におい
てはコーンスティープリカー、消泡剤、及び界面活性剤を含有した。
【図３】発酵実験で使用された種々の栄養組成物から得られるエタノール濃度に対する効
果を示す棒グラフであり、ここで、比較組成物は、コーンスティープリカーのみを含有し
（「XP1」）、かつ本発明の例による組成物は、一方の配合物（「XP3」）においてはコー
ンスティープリカー及び消泡剤を含有し、かつもう一方の配合物（「XP4」）においては
コーンスティープリカー、消泡剤、及び界面活性剤を含有した。
【図４】4つの試行（「OBS1」～「OBS4」）としての発酵実験の実行における種々の窒素
源によるトウモロコシ粉の処理から得られる高重力発酵（high gravity fermentation）
条件下でのエタノール産生に対する効果を示す棒グラフであり、ここで、コーンスティー
プリカー及び消泡剤を含有する組成物は、各々の試行の試料において2種の異なる供与量
で添加され、その際、結果は、本発明の例によれば、第一の供与量に関しては、「OBS1」
～「OBS4」の各々について左手側の棒として示され（「供与量1X」）、第二の供与量に関
しては、「OBS1」～「OBS4」の各々について真ん中の棒として示され（「供与量2X」）、
かつ各々の試行の試料の1つにおいて比較のための窒素源として尿素が使用され、その際
、結果は、「OBS1」～「OBS4」の各々について右手側の棒として示される（「供与なし」
、それはコーンスティープリカー、消泡剤、又は界面活性剤がないことを指す）。
【図５】細胞増殖実験で使用された種々の栄養組成物から得られる3種の異なるエタノー
ル濃度（0%、10%、及び18%）での高エタノール濃度耐性に対する効果を示す棒グラフであ
り、ここで、比較組成物は、コーンスティープリカーを含有し（「XP1」）、かつ本発明
の例による組成物は、一方の配合物（「XP3」）においてはコーンスティープリカー及び
消泡剤を含有し、かつもう一方の配合物（「XP4」）においてはコーンスティープリカー
、消泡剤、及び界面活性剤を含有した。
【図６】発酵実験で使用された種々の栄養組成物から得られる糖利用に対する効果を示す
棒グラフであり、ここで、比較組成物は、コーンスティープリカーのみを含有し（「XP1
」）、かつ本発明による組成物は、一方の配合物（「XP3」）においてはコーンスティー
プリカー及び消泡剤を含有し、かつもう一方の配合物（「XP4」）においてはコーンステ
ィープリカー、消泡剤、及び界面活性剤を含有し、これらの様々な組成物についての結果
は、図中では総残留糖類として示されている。
【図７】細胞増殖実験で使用された種々の栄養組成物から得られる酵母細胞数濃度に対す
る効果を示す棒グラフであり、ここで、比較組成物は、コーンスティープリカーのみ（「
XP1」）又は消泡剤のみ（「XP6」）又は界面活性剤のみ（「XP9」）を含有し、かつ本発
明の例による組成物は、2つの配合物（「XP3」、「XP5」）においてコーンスティープリ
カー及び消泡剤を異なる割合で含有し、2つの配合物（「XP7」、「XP8」）においてコー
ンスティープリカー及び界面活性剤を異なる割合で含有し、かつ3つのその他の配合物（
「XP4」、「XP10」、及び「XP11」）においてはコーンスティープリカー、消泡剤、及び
界面活性剤を異なる割合で含有した。
【図８】発酵実験で使用された種々の栄養組成物から得られるエタノール濃度に対する効
果を示す棒グラフであり、ここで、比較組成物は、コーンスティープリカーのみ（「XP1
」）又は消泡剤のみ（「XP6」）又は界面活性剤のみ（「XP9」）を含有し、かつ本発明の
例による組成物は、2つの配合物（「XP3」、「XP5」）においてコーンスティープリカー
及び消泡剤を異なる割合で含有し、2つの配合物（「XP7」、「XP8」）においてコーンス
ティープリカー及び界面活性剤を異なる割合で含有し、かつ3つのその他の配合物（「XP4
」、「XP10」、及び「XP11」）においてはコーンスティープリカー、消泡剤、及び界面活
性剤を異なる割合で含有した。
【図９】発酵実験で使用された種々の栄養組成物から得られる糖利用に対する効果を示す
棒グラフであり、ここで、比較組成物は、コーンスティープリカーのみ（「XP1」）又は
消泡剤のみ（「XP6」）又は界面活性剤のみ（「XP9」）を含有し、かつ本発明の例による
組成物は、2つの配合物（「XP3」、「XP5」）においてコーンスティープリカー及び消泡
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剤を異なる割合で含有し、2つの配合物（「XP7」、「XP8」）においてコーンスティープ
リカー及び界面活性剤を異なる割合で含有し、かつ3つのその他の配合物（「XP4」、「XP
10」、及び「XP11」）においてはコーンスティープリカー、消泡剤、及び界面活性剤を異
なる割合で含有し、これらの様々な組成物についての結果は、図中では総残留糖類として
示されている。
【図１０】発酵実験で使用された種々の栄養組成物から得られるグリセロール濃度に対す
る効果を示す棒グラフであり、ここで、比較組成物は、コーンスティープリカーのみ（「
XP1」）又は消泡剤のみ（「XP6」）又は界面活性剤のみ（「XP9」）を含有し、かつ本発
明の例による組成物は、2つの配合物（「XP3」、「XP5」）においてコーンスティープリ
カー及び消泡剤を異なる割合で含有し、2つの配合物（「XP7」、「XP8」）においてコー
ンスティープリカー及び界面活性剤を異なる割合で含有し、かつ3つのその他の配合物（
「XP4」、「XP10」、及び「XP11」）においてはコーンスティープリカー、消泡剤、及び
界面活性剤を異なる割合で含有した。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
　本発明は、少なくともコーンスティープリカーと、少なくとも1種の消泡剤若しくは少
なくとも1種の界面活性剤である少なくとも1種のその他の成分又はそれらの任意の組み合
わせとを併せ持つ栄養組成物を使用して得られる、細胞培養及び生物産物の製造における
改善に関する。1つの選択肢としては、上記栄養組成物は、コーンスティープリカーと、
少なくとも1種の消泡剤と、少なくとも1種の界面活性剤とを併せ持つことができる。本発
明の栄養組成物は、酵母の健康状態、及び／又は酵母成長段階及び／又は生物産物の発酵
段階における生産性を高めることができることが判明した。増殖器からの良好な健康状態
の酵母培養物は、トウモロコシ等の基質を、発酵段階でエタノールへと効率的に変換する
ために有用である。良好な成長のために、酵母細胞は、良好な酸素移動速度と、窒素、ア
ミノ酸、ビタミン、及び／又はミネラルのような必須栄養素とを必要とする。本発明の栄
養組成物は、これらの生存に不可欠な栄養素を1種以上酵母細胞に与えるように、及び／
又はより高い酵母細胞数、及び／又はより高い酵母細胞の生存率、及び／又はより良好な
酵母細胞の出芽、及び／又は酵母細胞の生命力、又はこれらの任意の組み合わせのために
発酵培地の酸素移動速度を改善するように配合される。酵母細胞への必要とされる栄養素
の供給は、糖類のエタノールへの改善された効率的な変換及び／又はより高いエタノール
生産性をもたらすことができる。
【００２３】
　本明細書に記載される実験の試験結果で更に示されるように、本発明の栄養組成物は、
コーンスティープリカー単独と比べて、酵母細胞成長濃度の増大、エタノール産生の増大
、及び／又は高エタノール濃度耐性をもたらすことができる。本発明の栄養組成物は、尿
素等の通常使用される栄養素と比較して、高重力発酵によりエタノール産生の増大をもた
らすことができる。本発明の栄養組成物の使用により改善することができる発酵による生
物産物の製造は、エタノール、油、バイオディーゼル、アセトン、ブタノール、有機酸、
酵素、タンパク質、抗生物質、又はその他の発酵産物の製造に関連し得る。また上記栄養
組成物を含有する発酵可能なバイオマス混合物も提供される。酵母は、本明細書に示され
る幾つかの記載において説明を目的として使用されるが、その他の宿主微生物を使用して
もよい。本発明の栄養組成物は、酵母、真菌、藻類、細菌等の所望のあらゆる種類の宿主
微生物における成長を増強するために使用することができる。
【００２４】
　図1Aにおいて、発酵操作において本発明の栄養組成物を使用するためのプロセスフロー
の一例が示されている。参照符号100により示されるプロセスフローは、工程101（細胞増
殖を含む酵母培養）、工程102（発酵基質の接種）、工程103（発酵）、及び工程104（産
物の回収）を含む。一つの選択肢として、囲い105によって示されるように、追加の栄養
組成物を発酵段階で添加することができる。発酵工程103において実施される培養は、回
分式発酵、流加回分式発酵、又は連続式発酵として実施され得る。図1Aに示されていない
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追加の工程、例えば工程101の前の初回の酵母菌株接種工程、及び／又は播種工程が含ま
れていてもよく、酵母培養工程101は、多数の段階を含んでよく、又はこれらの工程若し
くはその他の工程の組み合わせを含んでよい。培養培地の内容物は、該当する場合は細胞
成長又は発酵を維持又は促進する温度を保つために、工程101、工程103、又はその両方で
加熱されてもよい。本発明の栄養組成物は、典型的な細胞培養及び発酵の装置並びに操作
条件において使用することができ、ここで、該栄養組成物の使用に付随して起こり得る高
められた細胞成長の取扱いのために考えられるもの以外に調節又は適合は必ずしも必要と
されない。
【００２５】
　本明細書で使用される場合に、「培養」とは、細胞（例えば、酵母細胞）を培養培地中
で制御された条件下で成長させる過程を指し得る。幾つかの選択肢においては、培養とは
、細胞の播種若しくは細胞の増殖、又はこれらの組み合わせを指す。幾つかの選択肢にお
いては、培養には、発酵が含まれる。用語「播種」とは、酵母培養物の成長の開始を指し
得る。用語「増殖」とは、成長培地での酵母培養物の指数成長を指し得る。用語「発酵」
とは、微生物による糖の二酸化炭素及びアルコール及び／又はその他の産物への変換、例
えば酵母によるグルコースのエタノールへの変換を指し得る。本明細書で使用される場合
に、「培養培地」（又は「成長培地」若しくは「発酵培地」）とは、微生物又は細胞、例
えば酵母細胞の成長を維持するように設計された液体又はゲルを指し得る。液体又はブロ
スで提供され得る基礎培養培地は、播種工程、増殖工程、及び発酵工程のいずれにおいて
も使用することができる。基礎培養培地は、炭素源（例えば、糖、デンプン）及び水、並
びに任意にその他の成分、例えば無機塩（例えば、MgSO4、K2PO4）を含有し得る。本発明
の栄養組成物は窒素源を提供し、それにより、上記基礎培養培地中に窒素源を含める必要
性が低減又は排除され得る。
【００２６】
　示されるように、本発明の栄養組成物は、発酵による生物産物の製造における、高めら
れた効率、生産性若しくは高エタノール濃度耐性、若しくはこれらの任意の組み合わせ、
又はその他の改善をもたらすことができる。本発明の栄養組成物の使用によりもたらされ
得るその他の改善には、改善されたプラント動作性、高重力発酵の実行能力、製造コスト
の削減、トウモロコシ油回収化学の利用低下、固形分の減少、蒸留器の乾燥時間の削減、
エネルギー（ガス）消費量の削減、発酵サイクル時間の短縮、NOx産出の低減、若しくは
発酵液の脱水の向上、又はその他の利益の1つ以上が含まれ得る。
【００２７】
　幾つかの選択肢においては、本発明の栄養組成物は、エタノール製造又はバイオディー
ゼル製造において、より高い酵母細胞成長、エタノール産生の増大、並びに油回収及び／
又は抽出の向上を実現するために酵母増殖槽及び発酵槽に添加される。本明細書で酵母か
ら単離された又は酵母により産生された油に関して使用される用語「油」とは、酵母中で
産生された脂質、及び／又は酵母から単離された脂質及び／又は総脂質含分を指す。該脂
質は、主としてトリグリセリドを含有し得るが、脂肪酸、ジグリセリド及び／又はモノグ
リセリドも含有し得る。本明細書で使用される場合に、用語「脂肪」は、「脂質」を含む
ものと解釈される。例えば、トウモロコシ油とは、その植物から得られた油、例えばバイ
オエタノール製造の副産物を指す。本明細書で使用される場合に、「バイオディーゼル」
とは、長鎖アルキル（メチル、プロピル又はエチル）エステル、例えば酵母から単離され
た油の脂肪酸メチルエステル（それらの化学的変形形態又は変更形態を含む）を含むディ
ーゼル燃料を指す。粗製の若しくは単離された糖産物若しくはデンプン産物、デンプン料
作物、セルロース質材料、鉱油、又はその他の発酵可能な材料を、本発明の方法における
発酵段階における発酵基質として使用することができる。発酵可能な材料は、バイオマス
であってもよい。用語「バイオマス」とは一般に、エネルギー源として再生可能な生物学
的資源から採収又は回収された有機物を指し得る。該再生可能な生物学的資源には、植物
材料（例えば、植物バイオマス）、動物材料、及び／又は生物学的に産生された材料が含
まれ得る。用語「バイオマス」は、グリセリド（例えば、トリグリセリド、ジグリセリド
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、モノグリセリド）を通常含まない再生可能でない化石燃料、例えば石炭、石油、及び／
又は天然ガスを含むものとは解釈されない。
【００２８】
　示されるように、本発明の栄養組成物は、少なくともコーンスティープリカーと、少な
くとも1種の消泡剤若しくは少なくとも1種の界面活性剤である少なくとも1種のその他の
成分又はそれらの任意の組み合わせとを併せ持つ。示されるように、少なくとも1種の消
泡剤及び少なくとも1種の界面活性剤の両方とも、上記組み合わせに含まれ得る。
【００２９】
　本明細書で使用される場合に、「コーンスティープリカー」とは、トウモロコシの湿式
製粉の副産物を指す。コーンスティープリカーは、水中に浸された（浸漬された）トウモ
ロコシの水溶性抽出物から形成される混合物である。コーンスティープリカーの略半分は
水であり、その残りは、天然の栄養物、例えば粗タンパク質、アミノ酸、ミネラル、ビタ
ミン、還元糖、有機酸、酵素、及びその他の基礎栄養素から構成される。コーンスティー
プリカーは、豊富な微生物栄養源を提供する。コーンスティープリカーには、CAS番号660
71-94-1が割り当てられている。コーンスティープリカーの実際のパーセント組成は、製
造業者の間で幾らか変動することがあるが、表Iは、コーンスティープリカーの一例の主
な構成成分の平均組成を列挙するものである。その他のコーンスティープリカーの組成を
使用してもよい。
【００３０】
【表Ａ】

【００３１】
　コーンスティープリカーは、製粉商社から入手することができるか、又はトウモロコシ
を直接的に湿式製粉することによって得ることができる。トウモロコシの湿式製粉法は、
穂軸から取り外されて、全ての破片及び異物が取り除かれたトウモロコシから始める。粉
砕されたトウモロコシは浸漬段階に進み、その段階で、穀粒は、弱酸性とし得る（例えば
、水に二酸化硫黄を添加することによる）加熱された水中に浸され、その際、水は、例え
ば約45℃～54℃（又はその他の温度）に保たれ、かつ浸漬は、通常トウモロコシを連続浸
漬槽中で動かしながら、通常は約20時間～50時間（又はその他の時間量）にわたり継続さ
れる。その浸漬の間に、トウモロコシが水を吸収することができ（例えば、トウモロコシ
が水の約三分の一を吸収してもよい）、そして残りの量（例えば、それ以外の約三分の二
）は、固形分、例えば5重量%～10重量%の固形分を含有する軽浸漬水（light steepwater
）として浸漬装置から取り出され得る。次いで、その軽浸漬水を、例えば40%～60%の固形
分、通常は約45%～約50%の固形分を含むところまで蒸発させることで、コーンスティープ
リカーを得ることができる。
【００３２】
　コーンスティープリカーは、培養培地に本発明の栄養組成物の一部として添加する場合
、該培養培地中に、コーンスティープリカーの固体（無水）含量及び処理される培養培地
の容量に対して、約0.05%（重量／容量）から約20.00%（重量／容量）までの、又は約0.1
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0%（重量／容量）から約10.00%（重量／容量）までの、又は約1.00%（重量／容量）から
約5.00%（重量／容量）までの濃度で含まれ得る。
【００３３】
　本明細書で使用される場合に、「消泡剤」は、培養培地、例えば細胞増殖又は発酵のた
めに使用される培養培地に対して消泡効果若しくは抑泡効果又はその両方を更に有する界
面活性剤／湿潤剤である。消泡剤は、発酵培地及び酵母細胞膜にまたがる酸素移動速度を
改善することができる。消泡剤は、有機消泡剤（複数の場合もある）及び／又は無機消泡
剤であってもよい。有機消泡剤は、ポリグリコール、ポリグリコールとシリコーンとのブ
レンド、脂肪酸エトキシレート、エトキシル化脂肪アミン、又はそれらの任意の組み合わ
せであってもよい。
【００３４】
　有機消泡剤を含む消泡剤は、約1から約5までのHLB値、若しくは約1から約4までのHLB値
、若しくは約2から約4までのHLB値、若しくは約2から約3までのHLB値、又はその他の値を
有していてもよい。表面活性添加剤を、HLB値としても知られる親水性－親油性バランス
値によって特徴付けることが一般的である。HLB値は、従来通りに計算することができる
。例えば、表面活性剤のHLB値は、表面活性剤の親水性部の分子量パーセントを5で割るこ
とによって計算され得る。例えば、20モル%の親水性部（全体）を含む界面活性剤／湿潤
剤は、HLB値が4であると計算されるものとする（すなわち、20/5=4）。20を超えるHLB値
は、相対値又は比較値である。低いHLBを有する添加剤は、より親油性である一方で、高
いHLBを有する添加剤は、より親水性である。
【００３５】
　有機消泡剤は、ポリグリコールとシリコーンとのブレンドを含んでよい。該ポリグリコ
ールは、ポリエチレングリコール（PEG）、メトキシポリエチレングリコール（MPEG）、
ポリプロピレングリコール（PPG）、ポリブチレングリコール（PBG）、ポリグリコールコ
ポリマー等であってもよく、それらは、単独の種類で、又はそれらの任意の組み合わせで
使用されてもよい。約500から約8000までの平均分子量又はその他の値を有するPEGを使用
することができる。PEGは市販製品、例えばDow Chemical Company社製の製品CARBOWAXで
ある。シリコーンは、構造Si-O-Siを有する官能基であるシロキサンの繰返単位を含むポ
リマーである。一つの選択肢として、シリコーンは、化学式[R2SiO]n（式中、Rはメチル
、エチル又はフェニル等の有機基である）を有する無機－有機混合ポリマーであり、これ
らの材料は、ケイ素原子に結合された有機側基を有するシロキサン主鎖（…-Si-O-Si-O-S
i-O-…）を有する。上記シリコーンは、ポリジメチルシロキサン、例えば直鎖状ポリジメ
チルシロキサン（PDMS）、シリコーン油であってもよい。該ポリジメチルシロキサン油は
、約200 cSt（25℃）から約750 cSt（25℃）までの平均粘度及び約10000から約50000まで
の平均分子量（Da）を有するポリジメチルシロキサン油から選択することができる。上記
シリコーンは、シロキサンとシリカとの反応生成物であってもよい。上記ポリグリコール
及びポリシリコーンは、水に完全に可溶性であってもよい。ポリグリコールとシリコーン
とのブレンドは、約2：3から約1：1又は約4：5までの範囲のポリジメチルシロキサン対ポ
リグリコールの重量比を有する水溶液として調製され得る。ポリグリコール及びシリコー
ンから構成される水溶液の総固体含量は、該溶液に対して約1重量%から約25重量%まで又
はその他の値であってもよい。ポリグリコールのブレンドは、Dow Chemical Company社、
Ivanhoe Industries社、又はClariant Chemicals社から商業的に入手可能である。
【００３６】
　消泡剤、例えば有機消泡剤は、培養培地に本発明の栄養組成物の一部として添加する場
合、該培養培地中に、消泡剤の固体（無水）含量及び処理される培養培地の容量に対して
、約0.001%（重量／容量）から約5.0%（重量／容量）までの、又は約0.005%（重量／容量
）から約4.0%（重量／容量）までの、又は約0.010%（重量／容量）から約3.0%（重量／容
量）までの濃度で含まれ得る。
【００３７】
　本明細書で使用される場合に、「界面活性剤」は、培養培地中の2種の液体間、又は液
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体と固体との間の表面張力（又は界面張力）を低下させる化合物である。界面活性剤は、
培養培地中で、界面活性物質（detergents）、湿潤剤、乳化剤、又は分散剤として作用し
得る。上記界面活性剤は、非イオン性界面活性剤又は両性界面活性剤であってもよい。栄
養組成物が本明細書において消泡剤（例えば、有機消泡剤）及び界面活性剤の両方を含有
するものと記載される場合に、これらの2種類の材料は、異なる種類の化合物又は組成物
である。例えば、上記有機消泡剤は、同じ栄養組成物中で使用される界面活性化合物とは
異なる化合物である界面活性剤／湿潤剤とすることができる。この組成の差は更に、それ
らの特性の差、例えばそれらの各々のHLB値の差によって反映され得る。
【００３８】
　本明細書で使用される場合に、「非イオン性界面活性剤」は、そのいずれかの終端基に
荷電基を有さない両親媒性の有機化合物であり、ここで、該有機化合物は、液体の表面張
力、2種の液体間の界面張力、又は液体と固体との間の界面張力を低下させることができ
る。非イオン性界面活性剤は、エトキシル化ソルビタンエステル、グリセリドエトキシレ
ート、エトキシル化ひまし油、アルコールエトキシレート、アルキルフェノールエトキシ
レート、フェノールエトキシレート、アミドエトキシレート、脂肪酸エトキシレート、脂
肪アミンエトキシレート、脂肪アミドエトキシレート、脂肪モノエタノールアミド若しく
は脂肪ジエタノールアミド、アルキルグリコシド、ポリエチレングリコール（PEG）、ア
セチレングリコール、ポリプロピレングリコール（PPG）、ポロキサマー、アルカリ金属
アリールスルホン酸塩、エトキシル化脂肪アミド、又はそれらの任意の組み合わせであっ
てもよい。一つの選択肢としては、非イオン性界面活性剤は、エトキシル化ソルビタンエ
ステルであってもよい。エトキシル化ソルビタンエステルは、TWEEN又はポリソルベート
系の界面活性剤、例えばポリソルベート（80）（例えば、TWEEN 80）、ポリソルベート（
20）（例えば、TWEEN 20）、ポリソルベート（40）（例えば、TWEEN 40）、又はポリソル
ベート60（例えば、TWEEN 60）として商業的に入手可能である。TWEEN 80は、ポリオキシ
エチレン（20）ソルビタンモノオレエートである。本明細書に記載されるTWEEN 80又はそ
の他の非イオン性界面活性剤は、酵母細胞の高エタノール濃度に対する耐性を改善するこ
とができる。本発明の栄養組成物において使用することができる非イオン性界面活性剤、
例えばポリソルベート類の商業的供給源には、例えばLambent Technologies Corporation
社（米国、イリノイ州、ガーニー）製のLumisorb系ポリソルベート類が含まれる。その他
の適切な非イオン性界面活性剤は、エトキシル化ひまし油、例えばひまし油80 EOである
。ポロキサマーは、疎水性ポリアルキレンオキシドブロックの中心ブロックを含み、その
ブロックの両側に隣接して親水性ポリアルキレンオキシドブロックを有する非イオン性ト
リブロック型コポリマーであってもよい。ポロキサマーは市販されており、それらは食品
グレードである。ポロキサマーの商業的供給源は、例えばBASF Corporation社（米国、ニ
ュージャージー州、フローラム・パーク）製のPLURONICコポリマーである。その他の適切
な非イオン性界面活性剤は、炭素数12～22の脂肪酸をベースとするモノグリセリド、ジグ
リセリド、若しくはトリグリセリド、又は炭素数12～22の脂肪酸をベースとするソルビタ
ンのモノエステル、ジエステル、若しくはトリエステルである。非イオン性界面活性剤は
、上記栄養組成物において、単独の種類で、又は2種以上の界面活性剤の組み合わせで使
用することができる。
【００３９】
　非イオン性界面活性剤を含む界面活性剤は、約2から約39までのHLB値、若しくは約7か
ら約25までのHLB値、若しくは約10から約20までのHLB値、若しくは約12から約18までのHL
B値、若しくは約14から約16までのHLB値、若しくは約15のHLB値、又はその他の値を有し
てもよい。種々の界面活性剤の組み合わせが使用される場合に、個々の界面活性剤成分の
加重平均を使用して、その組み合わせのHLBを計算することができる。
【００４０】
　本明細書で使用される場合に、「両性界面活性剤」は、同じ分子に結合したカチオン性
中心及びアニオン性中心の両方を有する。カチオン性部分は、第一級アミン、第二級アミ
ン、若しくは第三級アミン、又は第四級アンモニウムカチオンをベースとし得る。アニオ



(15) JP 2018-537075 A 2018.12.20

10

20

30

40

50

ン性部分は、より多岐にわたるものであってもよく、それにはスルホン酸アニオンが含ま
れ得る。両性界面活性剤は、ベタイン型の界面活性剤、例えばコカミドプロピル（cocami
dopropyl）ベタイン若しくはアルキルジメチルベタイン、又はオキシド型の界面活性剤、
例えばアルキルジメチルアミンオキシドであってもよい。
【００４１】
　界面活性剤、例えば非イオン性界面活性剤は、培養培地に本発明の栄養組成物の一部と
して添加する場合、該培養培地中に、界面活性剤の固体（無水）含量及び処理される培養
培地の容量に対して、約0.005%（重量／容量）から約5.0%（重量／容量）までの、又は約
0.01%（重量／容量）から約4.0%（重量／容量）までの、又は約0.10%（重量／容量）から
約3.0%（重量／容量）までの濃度で含まれ得る。
【００４２】
　栄養組成物のこれらの2種又は3種の成分を、成長培地へと単一（予備配合された）パッ
ケージから添加するか、又は個別に添加することで、栄養組成物で処理される培養培地中
においてin situで栄養組成物を得ることができる。予め一緒にする場合には、栄養組成
物のそれらの成分は、コーンスティープリカー及び少なくとも消泡剤が分散又は溶解して
いる水系組成物として配合され得る。この水系組成物中には界面活性剤が含まれていても
よい。上記栄養組成物は、例えばかき混ぜ、撹拌、又はその他の混合動作によって培養培
地中に容易に分散することを可能にする形態とすることができる。
【００４３】
　上記栄養組成物は、該組成物の総固体重量に対して、約1.0重量%から約99.9重量%まで
のコーンスティープリカーと、約0.1重量%から約50重量%までの少なくとも1種の消泡剤（
a）、若しくは約0.1重量%から約50重量%までの少なくとも1種の界面活性剤（b）の少なく
とも一方、又は（a）及び（b）の任意の組み合わせとを含み得る。一つの選択肢としては
、上記栄養組成物は、該組成物の総固体重量に対して、約1.0重量%から約99.9重量%まで
のコーンスティープリカーと、約0.1重量%から約50重量%までの少なくとも1種の消泡剤と
、（更に含まれる場合には）約0.1重量%から約50重量%までの少なくとも1種の界面活性剤
とを含み得る。具体的な一つの選択肢としては、上記栄養組成物は、該組成物の総固体重
量に対して、約95.0重量%から約99.0重量%までのコーンスティープリカーと、約1.0重量%
から約5.0重量%までの少なくとも1種の消泡剤（a）、若しくは約1.0重量%から約5.0重量%
までの少なくとも1種の界面活性剤（b）の少なくとも一方、又は（a）及び（b）の任意の
組み合わせとを含み得る。具体的な一つの選択肢としては、上記栄養組成物は、該組成物
の総固体重量に対して、約95.0重量%から約99.0重量%までのコーンスティープリカーと、
約1.0重量%から約5.0重量%までの少なくとも1種の消泡剤と、約1.0重量%から約5.0重量%
までの少なくとも1種の界面活性剤とを含み得る。より具体的な一つの選択肢としては、
上記栄養組成物は、約96.0重量%から約99.0重量%までのコーンスティープリカーと、約1.
0重量%から約4.0重量%までの少なくとも1種の消泡剤とを含み得る。より具体的な一つの
選択肢としては、上記栄養組成物は、該組成物の総固体重量に対して、約94.0重量%から
約99.0重量%までのコーンスティープリカーと、約1.0重量%から約6.0重量%までの少なく
とも1種の界面活性剤とを含み得る。より具体的な一つの選択肢としては、上記栄養組成
物は、該組成物の総固体重量に対して、約97.0重量%から約99.0重量%までのコーンスティ
ープリカーと、約1.0重量%から約3.0重量%までの少なくとも1種の消泡剤（a）、若しくは
約1.0重量%から約3.0重量%までの少なくとも1種の界面活性剤（b）の少なくとも一方、又
は（a）及び（b）の任意の組み合わせとを含み得る。より具体的な一つの選択肢としては
、上記栄養組成物は、該組成物の総固体重量に対して、約97.0重量%から約99.0重量%まで
のコーンスティープリカーと、約1.0重量%から約3.0重量%までの少なくとも1種の消泡剤
と、約1.0重量%から約3.0重量%までの少なくとも1種の界面活性剤とを含み得る。
【００４４】
　上記栄養組成物中には、追加の成分が含まれていてもよいが、ただし、その追加の成分
は、酵母に影響を及ぼして発酵過程を害さないものとする。上記栄養組成物は、任意の従
来の手段によって処理される発酵過程において導入され得る。
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【００４５】
　培養工程及び発酵工程において使用することができる酵母は、発酵で使用される任意の
酵母であってもよい。例としては、サッカロマイセス・セレビシエ（Saccharomyces cere
visiae）、サッカロマイセス・パストリアヌス（Saccharomycespastorianus）（カールス
ベルゲンシス（carlsbergensis））、クルイウェロマイセス・ラクティス（Kluyveromyce
slactis）、クルイウェロマイセス・フラジリス（Kluyveromyces fragilis）、フサリウ
ム・オキシスポラム（Fusarium oxysporum）、又はそれらの任意の組み合わせが挙げられ
る。培養及び発酵は、約0.01重量%から約50.00重量%までの少なくとも1種の酵母と、約99
.99重量%から約50.00重量%までの上記栄養組成物とを含有する混合物を使用して、若しく
は約0.10重量%から約25.0重量%までの少なくとも1種の酵母と、約0.10重量%から約10.0重
量%までの上記栄養組成物とを含有する混合物を使用して、又はその他の混合量を使用し
て実施することができる。
【００４６】
　本発明の栄養組成物は、研究室規模の細胞培養及び発酵において、及び／又は工業的規
模の、例えばエタノール製造プラントにおけるエタノール発酵において使用することがで
きる。図1Bについて、そのプロセスフロー図は、本発明の一例による増殖した酵母を導入
することによる、トウモロコシエタノール製造プラントにおけるエタノールの製造方法を
示している。図に示されるように、本発明の栄養組成物は、増殖した酵母を得るために用
いられる培養において添加することができ、一つの選択肢としては、エタノール発酵にお
いて添加してもよい。上記栄養組成物は、この例においては、説明を簡単にするために、
酵母増殖及び任意にエタノール発酵へと、その成分（コーンスティープリカー、消泡剤、
及び更に含まれる場合には、界面活性剤）の単一の予め形成された混合物として添加され
るものとして説明されている。図1Bに示される加工装置及びその配置、材料、並びに反応
条件は、例として示されているにすぎず、必ずしも限定するものではない。示されるよう
に、それらの栄養組成物の構成成分は、個別に、若しくはそれらの部分的な組み合わせで
、又はその他の添加剤と予め組み合わせて、加工装置／加工段階、例えば培養段階へと添
加してもよい。図面に示されていないその他の材料及び添加剤は、例えば酵母増殖で使用
される酵母増殖用の調合において、エタノール発酵で使用されるエタノール発酵用の調合
において、若しくはその両方において、又はその他の加工段階若しくは加工装置において
任意に添加されてもよい。エタノール製造プラントにおける工業的規模のエタノール発酵
は、米国特許出願公開第2011/0230394号に記載される方法及び装置を有してもよく、その
文献は、引用することによりその全体が本明細書の一部をなす。本発明の栄養組成物は、
穀類、例えばトウモロコシ、コムギ、ライムギ、オオムギ及びモロコシ、リグノセルロー
ス質材料、例えば木材、ヤナギ材及びスイッチグラス、農業残渣、例えばトウモロコシ茎
葉、トウモロコシ穂軸、わら及びバガス、サトウキビ、糖蜜、テンサイ、デンプン材料、
例えばタピオカ（カッサバ）及びジャガイモ、紙及びパルプ工業廃棄物、藻類、木材、種
子若しくは草、又はその他の発酵可能な基質、又はそれらの任意の組み合わせを含む発酵
基質と一緒に使用することができる。本発明の栄養組成物によって支持され得るエタノー
ル発酵は、トウモロコシからエタノール、サトウキビからエタノール、乾式粉砕エタノー
ル、湿式粉砕エタノール（wetgrind ethanol）、コムギからエタノール、オオムギからエ
タノール、エンバクからエタノール、ライムギからエタノール、モロコシからエタノール
、セルロースからエタノール、テンサイからエタノール、コメからエタノール、醸造操作
等の加工を目的とする発酵を含み得る。本明細書で説明されるエタノール発酵に加えて、
本発明の栄養組成物は、他の種類の発酵、例えば微生物酵素発酵、ビタミン発酵、抗生物
質発酵、アミノ酸発酵、有機酸発酵、ブタノール発酵、キシリトール発酵、フレーバー発
酵、ビール発酵、ワイン発酵、又はその他の発酵において使用することができる。本発明
の栄養組成物は、乳酸発酵（例えば、ホモ乳酸発酵又はヘテロ乳酸発酵又はマロラクティ
ック発酵）において、又はその他の種類の発酵において使用することができる。
【００４７】
　上記栄養組成物の添加は、培養をコーンスティープリカー（同量）だけを添加して、消
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泡剤を用いずに（又は消泡剤及び界面活性剤を用いずに）行った増殖した酵母培養物にお
ける酵母濃度と比べて、増殖した酵母培養物における酵母濃度の増大、例えば1グラム当
たりに少なくとも約3000000個の細胞、又は1グラム当たりに少なくとも約4000000個の細
胞、又は1グラム当たりに少なくとも約5000000個の細胞、又は1グラム当たりに少なくと
も約6000000個の細胞、又は1グラム当たりに約6000000個から約27000000個までの細胞、
又はそれより高い濃度をもたらすことができる。上記栄養組成物の添加は、培養をコーン
スティープリカー（同量）だけを添加して、消泡剤を用いずに（又は消泡剤及び界面活性
剤を用いずに）行った増殖した酵母培養物における酵母濃度と比べて、単位重量当たりの
細胞数を基準として少なくとも約25%以上（又は単位容量当たりの細胞数を基準として少
なくとも約5%以上）の増殖した酵母培養物における酵母濃度の増大をもたらすことができ
る。上記栄養組成物の添加は、培養をコーンスティープリカー（同量）だけを添加して、
消泡剤及び界面活性剤を用いずに行った増殖槽及び発酵槽におけるエタノール濃度と比べ
て、少なくとも1%重量／容量の発酵したバイオマスにおけるエタノール濃度の増大をもた
らすことができる。発酵が、例えば30%から40%までの発酵可能な固形分での高重力発酵で
ある場合に、上記栄養組成物の添加は、培養を該栄養組成物ではなく同量の尿素を用いて
行ったエタノール収率と比べて、少なくとも約2%のエタノール収率の増大をもたらすこと
ができる。増殖槽及び発酵槽が約0.02%重量／容量から約18%重量／容量までのエタノール
濃度を有する場合に、上記栄養組成物の添加は、培養をコーンスティープリカー（同量）
だけを添加して、消泡剤を用いずに（又は消泡剤及び界面活性剤を用いずに）行った発酵
したバイオマスにおける酵母濃度と比べて、単位重量当たりの細胞数を基準として少なく
とも約2.5%の発酵したバイオマスにおける酵母濃度の増大をもたらすことができる。上記
栄養組成物の添加は、培養をコーンスティープリカー（同量）だけを添加して、消泡剤を
用いずに行った増殖槽及び発酵槽における残留糖濃度と比べて、少なくとも3%重量／容量
の発酵したバイオマスにおける残留糖濃度の低減をもたらすことができる。
【００４８】
　単に本発明の例示であると意図される以下の実施例により本発明を更に明確に説明する
が、特に指定のない限り、部とは重量による割合である。
【実施例】
【００４９】
　実施例において、本発明の幾つかの変形形態を試験して、比較処理又は対照と比較した
。
【００５０】
試験手順：
　実験的評価は、3種の成分の1種又はその組み合わせを含有する栄養生成物組成物につい
て行った。これらの3種の成分には、以下のものが含まれていた：
　コーンスティープリカー：トウモロコシ湿式製粉の副産物として、トウモロコシ可溶性
物の粘性濃縮物の形で得られる（Roquette America Inc.社製のSolulys 048K）。
　界面活性剤：TWEEN 80（ポリオキシエチレン（20）ソルビタンモノオレエート、Harcro
ss Chemicals社、Ivanhoe Industries, Inc.社、Dow Chemicals社、又はBASF社から商業
的に入手可能）。
　Ivanhoe Industries社、又はClariant社から商業的に入手可能な、ポリグリコールとシ
リコーンとを含むブレンドである有機消泡剤（XFO-12A）。
【００５１】
　本明細書で記載される実施例においては、上記成分を、個別に、又は種々の濃度の種々
の組み合わせで配合し、そして得られた栄養組成物は、特段の記載がない限り、典型的な
トウモロコシエタノールプラント用の調合に従うが、該調合において現在使用される窒素
源である尿素の代わりとして上記栄養組成物を添加して評価した。本明細書で記載される
実施例において使用されるトウモロコシエタノールプラント用の調合は、以下の材料及び
研究室手順を使用した。ここで、酵母細胞数試験のために使用しれたトウモロコシエタノ
ールプラント用の調合は、以下に記載される酵母増殖用の調合であり、エタノール発酵試
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ノール発酵用の調合とした。
【００５２】
【表Ｂ】

 
【００５３】

【表Ｃ】

【００５４】
　エタノール発酵用の調合には、栄養組成物の個別量の他に、先に示した酵母増殖用の調
合による酵母増殖の割合（%）も含めた。本明細書の実施例においては、様々な栄養組成
物を、酵母細胞生存率、酵母細胞生命力、及び／又は酵母細胞出芽の向上の一つの尺度と
なるような酵母細胞数である酵母細胞濃度の増加、エタノール生産、高重力発酵によるエ
タノール生産、高エタノール濃度耐性、並びに残留糖類について評価した。
【００５５】
　実施例において使用した評価された栄養組成物を、以下の第一表及び第二表に記載する
。
【００５６】
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【表１】

 
【００５７】

【表２】

【００５８】
実施例1
酵母細胞成長
　種々の栄養組成物を、先に示したトウモロコシエタノールプラント用の調合（酵母増殖
用の調合）を使用して評価することで、コーンスティープリカーを消泡剤と組み合わせて
、それとは別に消泡剤及び界面活性剤と組み合わせて使用することによる酵母細胞成長に
対する効果を、コーンスティープリカーを単独で使用する場合と比べて比較した。
【００５９】
　酵母細胞数は、血球計数法及び細胞計数法によって測定した。
【００６０】
　図2は、細胞増殖実験で使用された種々の栄養組成物から得られる酵母細胞数濃度に対
する効果を示す棒グラフである。比較組成物は、コーンスティープリカーのみを含有し（
「XP1」）、かつ本発明の実施例を表す組成物は、一方の配合物（「XP3」）においてはコ
ーンスティープリカー及び消泡剤を含有し、かつもう一方の配合物（「XP4」）において
はコーンスティープリカー、消泡剤、及び界面活性剤を含有した。
【００６１】
　図2の結果によって示されるように、コーンスティープリカー（XP1）への、消泡剤の添
加（XP3）、及び消泡剤及び界面活性剤80の添加（XP4）は、酵母細胞数における平均して
1グラム当たり6000000個～27000000個の細胞の増大をもたらした。この傾向は、当該研究
における全ての実験の実行に関して観察された。
【００６２】
実施例2
エタノール産生



(20) JP 2018-537075 A 2018.12.20

10

20

30

40

50

　種々の栄養組成物を、先に示したトウモロコシエタノールプラント用の調合（エタノー
ル発酵用の調合）を使用して評価することで、コーンスティープリカーを消泡剤と組み合
わせて、それとは別に消泡剤及び界面活性剤と組み合わせて使用することによるエタノー
ル産生に対する効果を、コーンスティープリカーを単独で使用する場合と比べて比較した
。
【００６３】
　エタノール濃度（重量%）は、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）法によって測定し
た。
【００６４】
　図3は、この発酵実験で使用された種々の栄養組成物から得られるエタノール濃度に対
する効果を示す棒グラフであり、ここで、比較組成物は、コーンスティープリカーのみを
含有し（「XP1」）、かつ本発明の実施例を表す組成物は、一方の配合物（「XP3」）にお
いてはコーンスティープリカー及び消泡剤を含有し、かつもう一方の配合物（「XP4」）
においてはコーンスティープリカー、消泡剤、及び界面活性剤を含有した。
【００６５】
　図3における結果によって示されるように、コーンスティープリカー及び消泡剤で配合
された生成物XP3は、コーンスティープリカー単独で配合されたXP1と比べて、エタノール
濃度の平均で1.39%の増大をもたらした。この結果の重要性は、一般的に年間100000000ガ
ロンのバイオエタノールプラントにつき800000ガロンの大容器発酵容量が存在することを
考えれば高く評価することができる。その規模の操作において、1.39%のエタノール濃度
の増大は、更なる1390000ガロンのエタノール産物をもたらすこととなり、それは大きな
追加の収益を生ずることとなる。
【００６６】
　XP3生成物は、この研究を通してエタノール産生の増大を一貫して示し、3%超までのエ
タノール産生の増大を記録した。界面活性剤及び消泡剤を含有するXP4生成物は、これら
の実験においてXP1及びXP3からのエタノール産生よりもわずかに少ないが、9%を超える十
分なエタノール産生率を依然として保ち、そしてエタノール産生に悪影響を及ぼすものの
、実施例1で示されるようなその他の利点をもたらすことができる。
【００６７】
実施例3
高重力発酵によるエタノール産生
　栄養組成物を、先に示したトウモロコシエタノールプラント用の調合（エタノール発酵
用の調合）を使用して評価することで、コーンスティープリカーを消泡剤と組み合わせて
使用することによる高重力発酵によるエタノール産生に対する効果を、尿素を使用する場
合と比べて比較した。尿素は、ほとんどのトウモロコシエタノールプラントで使用される
現行の窒素源である。
【００６８】
　高重力発酵とは、30%から40%までの発酵可能な固形分で発酵を実施することを指す。エ
タノール濃度（重量%）は、先述の実施例と同じようにして測定した。
【００６９】
　この高重力発酵研究の場合には、振盪フラスコに、培養培地（コーンスティープリカー
、消泡剤、又は界面活性剤を含有しないため、「供与なし」とも呼ばれる）中600.00 mg/
Lの尿素で処理した32%～35%のトウモロコシ粉を入れ、また2種の濃度の生成物XP3（供与
量1X及び2X）で処理したトウモロコシ粉を入れた。供与量1Xとは、試験手順において先述
したような基礎培地中で使用される栄養組成物の濃度を指す。供与量2Xとは、基礎培地中
で栄養組成物を2倍多く使用することを指す。
【００７０】
　図4は、OBS1、OBS2、OBS3、及びOBS4として特定される4つの試行としての発酵実験の実
行における種々の窒素源によるトウモロコシ粉の処理により得られた高重力発酵条件下で
のエタノール産生に対する効果を示す棒グラフであり、ここで、コーンスティープリカー
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及び消泡剤を含有する組成物が、本発明の実施例によれば、各々の試行の試料において2
種の異なる供給量で添加され、その際、結果は、OBS1～OBS4（供与量2X）の各々について
は真ん中の棒として示され、かつOBS1～OBS4（供与量1X）の各々については左手側の棒と
して示され、かつ比較のために各々の試行の試料の1つにおいて窒素源として使用され、
その際、結果は、OBS1～OBS4（コーンスティープリカー及び消泡剤の「供与なし」）の各
々については右手側の棒として示される。
【００７１】
　図4において理解され得るように、XP3生成物による処理は、尿素処理よりも約2.5%高い
エタノール産生をもたらした。
【００７２】
実施例4
高エタノール濃度耐性
　配合した栄養組成物を、酵母細胞が高エタノール濃度に耐える能力を改善するそれらの
可能性について評価した。
【００７３】
　酵母細胞濃度は、血球計数法及び細胞計数法によって測定した。
【００７４】
　図5は、この細胞増殖実験で使用された種々の栄養組成物から得られる3種の異なるエタ
ノール濃度（0容量%、10容量%、及び18容量%）での高エタノール濃度耐性に対する効果を
示す棒グラフであり、ここで、比較組成物は、コーンスティープリカーを含有し（XP1）
、かつ本発明の実施例による組成物は、一方の配合物（XP3）においてはコーンスティー
プリカー及び消泡剤を含有し、かつもう一方の配合物（XP4）においてはコーンスティー
プリカー、消泡剤、及び界面活性剤を含有した。
【００７５】
　図5において理解され得るように、XP4生成物による処理は、10容量%及び18容量%のエタ
ノール濃度を有する発酵培地によるXP1と比べて、10%を上回るより高い酵母細胞成長を示
した。最近では、ほとんどのトウモロコシエタノールプラントは、最大で約14容量%のエ
タノールを主に生産するが、それは、酵母細胞が、そのような高いエタノール濃度環境で
はほとんど生存することができないためである。酵母細胞が高いエタノール濃度に耐える
能力を改善することは、プラントが高重力エタノール製造技術に移行しているため特によ
り重要となり得る。
【００７６】
実施例5
糖利用率
　全ての発酵サイクルの終わりに、エタノールプラント管理者は、非常に最小限の残留糖
類しかないことを望んでいる。残留糖濃度は、もう一つの発酵の実行の善し悪しの指標で
ある。最小限の残留糖類では、プラントは、より多くのエタノールを生産すると予想され
る。それというのも、酵母細胞がその糖類を利用して、所望の産物（エタノール）を生産
すると推定されるからである。
【００７７】
　種々の栄養組成物を、先に示したトウモロコシエタノールプラント用の調合（エタノー
ル発酵用の調合）を使用して評価することで、コーンスティープリカーを消泡剤と組み合
わせて、それとは別に消泡剤及び界面活性剤と組み合わせて使用することによる残留糖類
に対する効果を、コーンスティープリカーを単独で使用する場合と比べて比較した。
【００７８】
　総残留糖類は、HPLC法によって測定した。
【００７９】
　図6は、この発酵実験で使用された種々の栄養組成物から得られる糖利用に対する効果
を示す棒グラフであり、ここで、比較組成物は、コーンスティープリカーのみを含有し（
XP1）、かつ本発明の実施例による組成物は、一方の配合物（XP3）においてはコーンステ
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ィープリカー、消泡剤、及び界面活性剤を含有し、これらの様々な組成物についての結果
は、図中では総残留糖類として示されている。
【００８０】
　図6の結果によって示されるように、この研究においては、XP3生成物による処理は、XP
1よりも約6.9%低い残留糖類をもたらした。このことは更に、XP3ではXP1と比較してより
良好な酵母細胞成長及びエタノール産生が観察されたことを示している。XP4は、XP1より
も約3.9%高い残留糖類を有していた。
【００８１】
　これらの実施例における結果は、コーンスティープリカーと消泡剤との配合物、及び更
に界面活性剤と組み合わせた配合物が、トウモロコシエタノール発酵法に役立つ相乗的な
性能をもたらし得ることを示している。
【００８２】
実施例6
酵母細胞成長
　更なる種々の栄養組成物を、先に示したトウモロコシエタノールプラント用の調合（酵
母増殖用の調合）を使用して評価することで、コーンスティープリカーを消泡剤と組み合
わせて、それとは別に界面活性剤と組み合わせて、それとは別に消泡剤及び界面活性剤と
組み合わせて使用することによる酵母細胞成長に対する効果を、コーンスティープリカー
、消泡剤、及び界面活性剤をそれぞれ単独で使用する場合と比べて比較した。
【００８３】
　25時間での酵母細胞数は、血球計数法及び細胞計数法によって測定した。
【００８４】
　図7は、この細胞増殖実験で使用された10種の更なる種々の栄養組成物から得られる酵
母細胞数濃度に対する効果を示す棒グラフである。比較組成物は、コーンスティープリカ
ーのみ（「XP1」）又は消泡剤のみ（「XP6」）又は界面活性剤のみ（「XP9」）を含有し
、かつ本発明の実施例による組成物は、2つの配合物（「XP3」、「XP5」）においてコー
ンスティープリカー及び消泡剤を異なる割合で含有し、2つの配合物（「XP7」、「XP8」
）においてコーンスティープリカー及び界面活性剤を異なる割合で含有し、かつ3つのそ
の他の配合物（「XP4」、「XP10」、及び「XP11」）においてはコーンスティープリカー
、消泡剤、及び界面活性剤を異なる割合で含有した。
【００８５】
　この実施例において使用された配合物XP1及びXP3～XP11の評価された栄養組成物を、以
下の第三表に記載する。
【００８６】
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【表３】

【００８７】
　図7における結果によって示されるように、コーンスティープリカー（98%）及び消泡剤
（2%）の配合物XP3は、あらゆる処理と比べて、酵母細胞成長において最高の増大をもた
らし、コーンスティープリカーのみの配合物（XP1）による処理と比べて、酵母細胞数に
おいて6.4%多かった。配合物XP5における、より高い濃度の消泡剤（5%）と共により少な
いコーンスティープリカー（95%）では、配合物XP1（コーンスティープリカー単独）を使
用する処理に関する結果に対して、酵母細胞数において約25%の減少がもたらされ、生成
物XP3（98%のコーンスティープリカー／2%の消泡剤）に対して約29%の減少がもたらされ
た。これにより、消泡剤の濃度がコーンスティープリカーと組み合わせて使用される場合
に高すぎると、酵母細胞成長が低減し得ることが示された（第三表及び図7）。コーンス
ティープリカー及び界面活性剤を含有する配合物（XP7及びXP8）による処理は、コーンス
ティープリカーを含有する配合物（XP1）による処理と比べて酵母細胞数の減少をもたら
した。これにもかかわらず、以下の実施例7において示されるように、XP7及びXP8による
処理は、XP1による処理と比べてエタノール産生の増大をもたらし得る。XP4、XP10、及び
XP11における3つの全ての成分（すなわち、コーンスティープリカー、消泡剤、及び界面
活性剤）を含む配合物による処理も、コーンスティープリカー（XP1）による処理と比べ
て11%を上回る酵母細胞数の低下をもたらした。これにもかかわらず、実施例9において示
されるように、XP7及びXP8による処理は、XP1による処理と比べてグリセロール産生の大
幅な低減をもたらし得る。
【００８８】
実施例7
エタノール産生
　更なる種々の栄養組成物を、先に示したトウモロコシエタノールプラント用の調合（エ
タノール発酵用の調合）を使用して評価することで、コーンスティープリカーを消泡剤と
組み合わせて、それとは別に消泡剤及び界面活性剤と組み合わせて使用することによるエ
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タノール産生に対する効果を、コーンスティープリカー、消泡剤、及び界面活性剤をそれ
ぞれ単独で使用する場合と比べて比較した。
【００８９】
　64時間でのエタノール濃度（重量%）は、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）法によ
って測定した。
【００９０】
　図8は、この発酵実験で使用された種々の栄養組成物から得られたエタノール濃度に対
する効果を表す棒グラフであり、ここで、それらの栄養組成物は、上述の実施例6におけ
る第三表に記載される栄養組成物XP1及びXP3～XP10に相当するものとした。
【００９１】
　図8における結果によって示されるように、界面活性剤及びコーンスティープリカーの
配合物（XP7及びXP8）による処理の使用は、評価された配合物のなかでも最も高いエタノ
ール産生の増大をもたらし、それは、処理XP7の場合に、コーンスティープリカー（XP1）
による処理と比べて約7%高い増大であった。特定の理論に縛られることを望むものではな
いが、界面活性剤分子の存在が、酵母細胞が高いエタノール濃度の環境に耐える能力を増
強するため、エタノール収率を高めることができる。また、コーンスティープリカー（98
%）及び消泡剤（2%）の配合物による処理（処理XP3－13.2重量%のエタノール）は、コー
ンスティープリカーによる処理（処理XP1－12.9重量%のエタノール）と比べて、エタノー
ル産生において僅かな増大をもたらした。3種全ての成分（コーンスティープリカー、有
機消泡剤、界面活性剤）の添加は、XP1による処理と比べて、同じエタノール産生、又は
エタノール産生の低下（処理XP4－12.9重量%のエタノール、XP10－12.3重量%のエタノー
ル、及びXP11－12.4重量%のエタノール）をもたらした。
【００９２】
　これらの結果により、コーンスティープリカーと消泡剤との間、及びコーンスティープ
リカーと界面活性剤との間には、トウモロコシエタノール製造の促進において相乗作用が
存在するものの、3種全ての成分が存在すると、エタノール産生が幾らか低減することが
示された。
【００９３】
実施例8
糖利用率
　示されるように、残留糖類の濃度は、発酵の実行性能の指標の1つである。低い残留糖
類は、糖類を消費して所望の産物を産生する良好な酵母細胞成長が存在したことを示して
いる。
【００９４】
　更なる種々の栄養組成物を、先に示したトウモロコシエタノールプラント用の調合（エ
タノール発酵用の調合）を使用して評価することで、コーンスティープリカーを消泡剤と
組み合わせて、それとは別に界面活性剤と組み合わせて、それとは別に消泡剤及び界面活
性剤と組み合わせて使用することによる残留糖類に対する効果を、コーンスティープリカ
ー、消泡剤、及び界面活性剤をそれぞれ単独で使用する場合と比べて比較した。
【００９５】
　64時間での総残留糖類は、HPLC法によって測定した。
【００９６】
　図9は、この発酵実験で使用された種々の栄養組成物から得られた糖利用に対する効果
を表す棒グラフであり、ここで、それらの栄養組成物は、上述の実施例6における第三表
に記載される栄養組成物XP1及びXP3～XP10に相当するものとした。
【００９７】
　この研究においては、概して良好な細胞成長を呈した全ての処理は、発酵の終わりにお
いて非常に低い残留糖類を有していた。例えば、実施例6における最高の酵母細胞数を有
した処理XP3は、処理XP1（0.17重量%）の残留糖類と比べて最も低い濃度の残留糖類の1つ
（0.15重量%）を有していた（図9）。実施例7において高いエタノール産生を有した処理X
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P7及びXP8については、処理XP7は、処理XP1と比べてより低い残留糖類（0.12%）を有し、
そして処理XP8は、処理XP1に匹敵する残留糖類（0.18重量%）を有していた。これらの結
果から更に、酵母細胞の成長及び健康状態の促進において、コーンスティープリカーと消
泡剤との間、及びコーンスティープリカーと界面活性剤との間の相乗作用が示される。
【００９８】
実施例9
グリセロール産生
　エタノール発酵におけるグリセロール産生の水準は、酵母細胞に対するストレスの水準
を示している。更なる種々の栄養組成物を、先に示したトウモロコシエタノールプラント
用の調合（エタノール発酵用の調合）を使用して評価することで、コーンスティープリカ
ーを消泡剤と組み合わせて、それとは別に界面活性剤と組み合わせて、それとは別に消泡
剤及び界面活性剤と組み合わせて使用することによるグリセロール産生に対する効果を、
コーンスティープリカー、消泡剤、及び界面活性剤をそれぞれ単独で使用する場合と比べ
て比較した。
【００９９】
　発酵培地中でのグリセロール含量は、屈折率検出器を用いた高速液体クロマトグラフィ
ー（HPLC）によって測定することができる。
【０１００】
　図10は、この発酵実験で使用された種々の栄養組成物から得られたグリセロール濃度に
対する効果を表す棒グラフであり、ここで、それらの栄養組成物は、上述の実施例6にお
ける第三表に記載される栄養組成物XP1及びXP3～XP10に相当するものとした。
【０１０１】
　図10に示されるように、配合物XP3による処理におけるコーンスティープリカー及び消
泡剤の存在は、コーンスティープリカー（XP1）による処理と比べて、グリセロール産生
の減少をもたらした。コーンスティープリカー及び界面活性剤による処理についての結果
も加えた。配合物XP7（98%のコーンスティープリカー+2%の界面活性剤）による処理は、
コーンスティープリカー単独（XP1）よりも高いグリセロール産生をもたらしたが、配合
物XP8（95%のコーンスティープリカー+5%の界面活性剤）のコーンスティープリカー及び
界面活性剤による処理は、コーンスティープリカー（XP1）による処理よりも低いグリセ
ロール産生をもたらした。これらの結果から、トウモロコシエタノール発酵の間のグリセ
ロール産生の低減において、コーンスティープリカーと消泡剤との間に相乗作用が存在し
、かつコーンスティープリカー及び界面活性剤の少なくとも幾つかの配合物においても相
乗作用が存在することが示された。
【０１０２】
　本発明は、任意の順序及び／又は任意の組み合わせでの以下の態様／実施形態／特徴を
包含する。
1．　本発明は、コーンスティープリカーと、少なくとも1種の消泡剤（a）若しくは少な
くとも1種の界面活性剤（b）の少なくとも一方、又はそれらの任意の組み合わせとを含む
栄養組成物を含有する成長培地中で、少なくとも1種の酵母を培養して、増殖した酵母培
養物を得ることを含む、生物産物の製造のための酵母成長の増強方法に関する。
2．　栄養組成物は、少なくとも1種の界面活性剤、例えば、非イオン性界面活性剤、両性
界面活性剤、又はそれらの任意の組み合わせを含む、任意の上記又は下記の実施形態／特
徴／態様に記載の方法。
3．　少なくとも1種の消泡剤が存在し、それは少なくとも1種の有機消泡剤である、任意
の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載の方法。
4．　少なくとも1種の消泡剤は、約1から約5までのHLB値を有する少なくとも1種の界面活
性剤である、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載の方法。
5．　少なくとも1種の有機消泡剤は、ポリグリコール、ポリグリコールとシリコーンとの
ブレンド、脂肪酸エトキシレート、エトキシル化脂肪アミン、又はそれらの任意の組み合
わせである、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載の方法。
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6．　少なくとも1種の界面活性剤は、エトキシル化ソルビタンエステル、グリセリドエト
キシレート、エトキシル化ひまし油、アルコールエトキシレート、アルキルフェノールエ
トキシレート、フェノールエトキシレート、アミドエトキシレート、脂肪酸エトキシレー
ト、脂肪アミンエトキシレート、脂肪アミドエトキシレート、脂肪モノエタノールアミド
若しくは脂肪ジエタノールアミド、アルキルグリコシド、ポリエチレングリコール（PEG
）、アセチレングリコール、ポリプロピレングリコール（PPG）、ポロキサマー、アルカ
リ金属アリールスルホン酸塩、エトキシル化脂肪アミド、又はそれらの任意の組み合わせ
である非イオン性界面活性剤である、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載
の方法。
7．　少なくとも1種の界面活性剤は、エトキシル化ソルビタンエステル（ポリソルベート
）である非イオン性界面活性剤である、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記
載の方法。
8．　少なくとも1種の界面活性剤は、約2から約39までのHLB値を有する非イオン性界面活
性剤である、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載の方法。
9．　少なくとも1種の界面活性剤は、約7から約25までのHLB値を有する非イオン性界面活
性剤である、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載の方法。
10．　栄養組成物は、該組成物の総固体重量に対して、約1.0重量%から約99.9重量%まで
のコーンスティープリカーと、約0.1重量%から約50重量%までの少なくとも1種の消泡剤（
a）、若しくは0重量%（又は0.1重量%）から約50重量%までの少なくとも1種の界面活性剤
（b）の少なくとも一方、又は（a）及び（b）の任意の組み合わせとを含む、任意の上記
又は下記の実施形態／特徴／態様に記載の方法。
11．　培養は、混合物の重量に対して、約0.01重量%から約50.00重量%までの少なくとも1
種の酵母と、約99.99重量%から約50.00重量%までの栄養組成物とを含有する混合物を培養
することを含む、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載の方法。
12．　少なくとも1種の酵母は、サッカロマイセス・セレビシエ、サッカロマイセス・パ
ストリアヌス（カールスベルゲンシス）、クルイウェロマイセス・ラクティス、クルイウ
ェロマイセス・フラジリス、フサリウム・オキシスポラム、又はそれらの任意の組み合わ
せである、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載の方法。
13．　栄養組成物の添加は、培養をコーンスティープリカーだけを添加して、少なくとも
1種の消泡剤を用いずに行った増殖した酵母培養物における酵母濃度と比べて、1グラム当
たり少なくとも約3000000個の細胞の増殖した酵母培養物における酵母濃度の増大をもた
らす、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載の方法。
14．　栄養組成物の添加は、培養をコーンスティープリカーだけを添加して、少なくとも
1種の界面活性剤及び少なくとも1種の消泡剤を用いずに行った増殖した酵母培養物におけ
る酵母濃度と比べて、1グラム当たり少なくとも約3000000個の細胞の増殖した酵母培養物
における酵母濃度の増大をもたらす、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載
の方法。
15．　栄養組成物の添加は、培養を同量の上記コーンスティープリカーだけを添加して、
少なくとも1種の消泡剤を用いずに行った増殖した酵母培養物における酵母濃度と比べて
、単位重量当たりの細胞数を基準として少なくとも約25%以上の増殖した酵母培養物にお
ける酵母濃度の増大をもたらす、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載の方
法。
16．　栄養組成物の添加は、培養を同量の上記コーンスティープリカーだけを添加して、
少なくとも1種の界面活性剤及び少なくとも1種の消泡剤を用いずに行った増殖した酵母培
養物における酵母濃度と比べて、単位重量当たりの細胞数を基準として少なくとも約25%
以上の増殖した酵母培養物における酵母濃度の増大をもたらす、任意の上記又は下記の実
施形態／特徴／態様に記載の方法。
17．　コーンスティープリカーと、少なくとも1種の消泡剤（a）若しくは少なくとも1種
の界面活性剤（b）の少なくとも一方、又はそれらの任意の組み合わせとを含む栄養組成
物を含有する成長培地中で、少なくとも1種の酵母を培養して、増殖した酵母培養物を得
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ることと、
　発酵基質に増殖した酵母培養物を接種して、発酵可能なバイオマスを生成することと、
　発酵可能なバイオマスを発酵させて、少なくとも1種の生物産物と未発酵の固体含有物
とを含む発酵したバイオマスを生成することと、
　少なくとも1種の生物産物の少なくとも一部を固体含有物から分離することと、
を含む、発酵による生物産物の製造方法。
18．　栄養組成物は、少なくとも1種の界面活性剤、例えば、非イオン性界面活性剤、両
性界面活性剤、又はそれらの任意の組み合わせを含む、任意の上記又は下記の実施形態／
特徴／態様に記載の方法。
19．　コーンスティープリカー、少なくとも1種の消泡剤、及び少なくとも1種の界面活性
剤は、培養のために添加前に予め混合しておく、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／
態様に記載の方法。
20．　コーンスティープリカー、少なくとも1種の消泡剤、及び任意の少なくとも1種の界
面活性剤は、培養のために個別に添加する、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様
に記載の方法。
21．　少なくとも1種の消泡剤が存在し、それは少なくとも1種の有機消泡剤である、任意
の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載の方法。
22．　少なくとも1種の消泡剤は、約1から約5までのHLB値を有する界面活性剤である、任
意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載の方法。
23．　コーンスティープリカーと、少なくとも1種の消泡剤と、少なくとも1種の界面活性
剤とを含む追加の栄養組成物を導入することを更に含み、その栄養組成物は発酵可能なバ
イオマス中に含有される、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載の方法。
24．　コーンスティープリカーと、少なくとも1種の消泡剤と、任意に少なくとも1種の界
面活性剤とを含む追加の栄養組成物を導入することを更に含み、その栄養組成物は発酵可
能なバイオマス中に含有される、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載の方
法。
25．　コーンスティープリカー、少なくとも1種の消泡剤、及び任意の少なくとも1種の界
面活性剤は、発酵可能なバイオマスに添加する前に予め混合しておく、任意の上記又は下
記の実施形態／特徴／態様に記載の方法。
26．　コーンスティープリカー、少なくとも1種の消泡剤、及び任意の少なくとも1種の界
面活性剤は、発酵可能な塊へと個別に添加する、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／
態様に記載の方法。
27．　少なくとも1種の生物産物は、エタノール、油、又はそれらの組み合わせである、
任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載の方法。
28．　分離は、発酵したバイオマスからエタノールを蒸留することa）、発酵したバイオ
マスから油を抽出することb）、又はa）及びb）の両方c）を含む、任意の上記又は下記の
実施形態／特徴／態様に記載の方法。
29．　栄養組成物の添加は、培養を同量の上記コーンスティープリカーだけを添加して、
少なくとも1種の消泡剤を用いずに行った増殖槽及び発酵槽における酵母濃度と比べて、1
グラム当たり少なくとも約3000000個の細胞の増殖槽及び発酵槽における酵母濃度の増大
をもたらす、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載の方法。
30．　栄養組成物の添加は、培養を同量の上記コーンスティープリカーだけを添加して、
少なくとも1種の界面活性剤及び少なくとも1種の消泡剤を用いずに行った増殖槽及び発酵
槽における酵母濃度と比べて、1グラム当たり少なくとも約3000000個の細胞の増殖槽及び
発酵槽における酵母濃度の増大をもたらす、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様
に記載の方法。
31．　栄養組成物の添加は、培養を同量のコーンスティープリカーだけを添加して、少な
くとも1種の消泡剤及び少なくとも1種の界面活性剤を用いずに行った増殖槽及び発酵槽に
おけるエタノール濃度と比べて、少なくとも1%重量／容量の発酵したバイオマスにおける
エタノール濃度の増大をもたらす、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載の
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方法。
32．　発酵は、30%から40%までの発酵可能な固形分での高重力発酵であり、かつ栄養組成
物の添加は、培養を該栄養組成物ではなく同量の尿素を用いて行ったエタノール収率と比
べて、少なくとも約2%のエタノール収率の増大をもたらす、任意の上記又は下記の実施形
態／特徴／態様に記載の方法。
33．　増殖槽及び発酵槽は、約0.02%重量／容量から約18%重量／容量までのエタノール濃
度を有し、かつ栄養組成物の添加は、培養を同量の上記コーンスティープリカーだけを添
加して、少なくとも1種の界面活性剤及び少なくとも1種の消泡剤を用いずに行った発酵し
たバイオマスにおける酵母濃度と比べて、単位重量当たりの細胞数を基準として少なくと
も約2.5%の発酵したバイオマスにおける酵母濃度の増大をもたらす、任意の上記又は下記
の実施形態／特徴／態様に記載の方法。
34．　栄養組成物の添加は、培養を同量の上記コーンスティープリカーだけを添加して、
少なくとも1種の消泡剤を用いずに行った増殖槽及び発酵槽における残留糖濃度と比べて
、少なくとも3%重量／容量の発酵したバイオマスにおける残留糖濃度の低減をもたらす、
任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載の方法。
35．　培養を、回分式発酵、流加回分式発酵、又は連続式発酵から選択される発酵方式で
実施する、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載の方法。
36．　発酵を、回分式発酵、流加回分式発酵、又は連続式発酵から選択される発酵方式で
実施する、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載の方法。
37．　発酵基質は、穀類、例えばトウモロコシ、コムギ、ライムギ、オオムギ及びモロコ
シ、リグノセルロース質材料、例えば木材、ヤナギ材及びスイッチグラス、農業残渣、例
えばトウモロコシ茎葉、トウモロコシ穂軸、わら及びバガス、サトウキビ、糖蜜、テンサ
イ、デンプン材料、例えばタピオカ（カッサバ）及びジャガイモ、紙及びパルプ工業廃棄
物、藻類、木材、種子、草、又はそれらの任意の組み合わせを含む、任意の上記又は下記
の実施形態／特徴／態様に記載の方法。
38．　発酵基質は、トウモロコシを含む、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に
記載の方法。
39．　コーンスティープリカーと、
　非イオン性界面活性剤、両性界面活性剤、若しくはそれらの任意の組み合わせ等の少な
くとも1種の界面活性剤（a）、若しくは少なくとも1種の消泡剤（b）の少なくとも一方、
又はそれらの任意の組み合わせと、
を含む発酵栄養組成物。
40．　少なくとも1種の消泡剤が少なくとも1種の有機消泡剤である、任意の上記又は下記
の実施形態／特徴／態様に記載の発酵栄養組成物。
41．　少なくとも1種の有機消泡剤は、ポリグリコール、ポリグリコールとシリコーンと
のブレンド、脂肪酸エトキシレート、エトキシル化脂肪アミン、又はそれらの任意の組み
合わせである、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載の発酵栄養組成物。
42．　少なくとも1種の界面活性剤は、エトキシル化ソルビタンエステル、グリセリドエ
トキシレート、エトキシル化ひまし油、アルコールエトキシレート、アルキルフェノール
エトキシレート、フェノールエトキシレート、アミドエトキシレート、脂肪酸エトキシレ
ート、脂肪アミンエトキシレート、脂肪アミドエトキシレート、脂肪モノエタノールアミ
ド若しくは脂肪ジエタノールアミド、アルキルグリコシド、ポリエチレングリコール（PE
G）、アセチレングリコール、ポリプロピレングリコール（PPG）、ポロキサマー、アルカ
リ金属アリールスルホン酸塩、エトキシル化脂肪アミド、又はそれらの任意の組み合わせ
である非イオン性界面活性剤である、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載
の発酵栄養組成物。
43．　少なくとも1種の界面活性剤は、エトキシル化ソルビタンエステル（ポリソルベー
ト）である非イオン性界面活性剤である、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に
記載の発酵栄養組成物。
44．　少なくとも1種の界面活性剤は、約7から約25までのHLB値を有する非イオン性界面
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活性剤であり、かつ少なくとも1種の有機消泡剤は、約1から約5までのHLB値を有する界面
活性剤である、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載の発酵栄養組成物。
45．　栄養組成物の総固体重量に対して、約1.0重量%から約99.9重量%までのコーンステ
ィープリカーと、約0.1重量%から約50重量%までの少なくとも1種の消泡剤と、約0.1重量%
から約50重量%までの少なくとも1種の界面活性剤とを含む、任意の上記又は下記の実施形
態／特徴／態様に記載の発酵栄養組成物。
46．　コーンスティープリカー、酵母培養、糖類と、
　少なくとも1種の界面活性剤（a）若しくは少なくとも1種の消泡剤（b）の少なくとも一
方、又はそれらの任意の組み合わせと、
を含む液体混合物。
47．　少なくとも1種の消泡剤は、有機消泡剤であり、かつ少なくとも1種の界面活性剤は
、非イオン性界面活性剤、両性界面活性剤、又はそれらの任意の組み合わせである、任意
の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載の液体混合物。
48．　少なくとも1種の有機消泡剤は、約1から約5までのHLB値を有する界面活性剤であり
、かつ少なくとも1種の界面活性剤は、約7から約25までのHLB値を有する非イオン性界面
活性剤である、任意の上記又は下記の実施形態／特徴／態様に記載の液体混合物。
【０１０３】
　本発明は、文及び／又は段落に記載のような上記及び／又は下記のこれらの様々な特徴
又は実施形態の任意の組み合わせを包含し得る。本明細書に開示される特徴の任意の組み
合わせは本発明の一部とみなされ、組み合わせ特徴に関しては限定されないことが意図さ
れる。
【０１０４】
　出願人らはこの開示における全ての引用文献の内容全体を具体的に援用している。さら
に、量、濃度又は他の値若しくはパラメータが範囲、好ましい範囲、又は好ましい上限値
と好ましい下限値とのリストのいずれかとして与えられる場合、これは範囲が別々に開示
されているかに関わらず、任意の範囲上限又は好ましい値と、任意の範囲下限又は好まし
い値との任意の対から形成されるあらゆる範囲を具体的に開示するものと理解されるもの
とする。数値の範囲が本明細書で言及されている場合、特に指定のない限り、範囲はその
端点、並びに範囲内の全ての整数及び端数を含むことが意図される。本発明の範囲は、範
囲を規定する場合に言及された特定の値に限定することは意図されない。
【０１０５】
　本発明の趣旨又は範囲から逸脱することなく本発明の実施形態に様々な修正及び変更を
行うことができることは当業者にとって明らかであろう。このため本発明は、添付の特許
請求の範囲及びそれらの均等範囲内にあれば、本発明の他の修正形態及び変更形態を包含
するものであることが意図される。
【符号の説明】
【０１０６】
図2
Yeast Cell Count @ 7hr　7時間時点での酵母細胞数
Milion cells per gram　1グラム当たりの細胞数（×1000000）
Treatment　処理
図3
EtOH - 40hr　EtOH－40時間
Conc., %wt　濃度、重量%
Treatment　処理
図4
High gravity fermentation　高重力発酵
% Ethanol　エタノール（%）
No Dose　供与なし
Dose 1X　供与量1X
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Dose 2X　供与量2X
Treatment Dose　処理剤の供与量
図5
Yeast Cell Concentration, @ 48 hrs　48時間時点での酵母細胞濃度
Optical density, 600 nm　光学密度、600nm
図6
Total Residual Sugars - 40 hr　総残留糖類－40時間
図7
Yeast Cell Count at 25 hr　25時間時点での酵母細胞数
Million cells per mL　1 mL当たりの細胞数（×1000000）
Treatments　処理
図8
Ethanol Concentration at 64 hrs　64時間時点でのエタノール濃度
Conc., %wt　濃度、重量%
図9
Residual Sugars at 64 hr　64時間時点での残留糖類
Conc., %wt　濃度、重量%
Treatments　処理
図10
Glycerol Concentration at 64 hr　64時間時点でのグリセロール濃度
Conc., %wt　濃度、重量%
Treatments　処理
 

【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図２】

【図３】
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【図５】

【図６】

【図７】

【図８】

【図９】

【図１０】
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【国際調査報告】
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