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Abstract 
Ionic liquid heat (IL-heat) pretreatment for the downstream processing of enzymatic 

saccharification was tested in this study. Three lignocellulosic materials—bagasse, rice straw, and 
rice husk—were treated in 1-n-ethyl-3-methylimidazolium acetate ([Emim]OAc) under conditions of 
various temperatures and reaction times. The cellulase saccharification ratio was 70% for bagasse 
powders after IL-heat pretreatment at 110℃ for 2 hr.  
Keywords:  ionic liquid, enzymatic pretreatment, lignocellulosic biomass, saccharification, 
1-n-ethyl-3-methylimidazolium acetate  

1. はじめに 

 気候変動に関する政府間パネル（Intergovernmental 

Panel on Climate Change）による報告によると気候変動

は現実問題であり，その原因は化石燃料の燃焼と森林伐

採にある.このまま温暖化が進めば世界平均の海水面は

2100 年までに 1ｍ上昇すると予測されている. 温暖化に

起因するガスは二酸化炭素，メタン，亜酸化窒素が主要

であるが特に二酸化炭素濃度と気温上昇の相関は周知で

ある. よって二酸化炭素の排出削減は温暖化防止解決策

の優先課題と言える. 持続可能な社会構築に向けて太陽

光，地熱，風力の利用とともに，カーボンフリーである

未利用バイオマスの積極的な利用は必然である. 

 未利用バイオマスいわゆる草本木類は主にセルロース，

ヘミセルロース，リグニンの 3成分から構成されている. 

ゆえに草本木を原料とするためには，リグニンの溶解除

去とセルロースの結晶性領域の破壊処理を行ってからセ

ルラーゼによる酵素糖化を経て，続くバイオプロセス工

程で様々な有用物質に変換される（バイオリファイナリ

ー）. なおヘミセルロースやリグニン成分の有効利用に

ついても併せて検討されている. 

 このように，バイオマスの有効利用の工程は前処理→

糖化→発酵（有用物質生産）の 3 工程からなり，初段階

の前処理工程はその後の工程に大きく影響する. 前処

理には従来からの硫酸などを用いる酸処理法，オルガノ

ソルブ法，水熱法，メカノケミカル法など多様である.  

大野らはセルロースとリグニンの複合体(ブラン粉末)

からセルロースを温和な条件で抽出できるイオン液体を

開発し有望な前処理法として提唱した［1-3］. 適当な

イオン液体中に粉末化したバイオマスを投入し撹拌しな

がら加熱処理（Ionic liquid heat 法; IL-heat 法）す

ることで，リグノセルロースが溶解し，リグニン構造の

緩和並びにセルロース分子鎖間の水素結合が切断され非

晶化が進み，後の糖化工程でセルロースに対するセルラ

ーゼの作用が容易になる[4-6] ． 

 高橋らは，市販に入手可能なリグノセルロース溶解性

を持つ各種イオン液体を用いて，ケナフパウダーの酵素

糖化前処理の最適化を報告した[7]．ここで[Emim]OAc

（図 1）の適用がその後の糖化効率が最も高く，加熱法
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による処理条件では 110℃，2 hr でほぼ糖化率 100％と

なることを報告した．さらに超音波法との組み合わせで

あれば 30 min で達成できることを合わせて報告した． 

本論文ではケナフの前処理で得られた知見に基づき，3

つの代表的な農産廃棄物系バイオマス（バガス，稲わら,

もみ殻）を対象に，[Emim]OAc を用いる IL-heat 前処理

反応条件(処理時間，温度，バイオマスの粒径)の最適化

を検討したので報告する.  

 

 

 

 

    

   

   

      図 1 [Emim]OAc の化学構造式 

 

2 実験 

 

2.1 各種バイオマスの前処理 

100-mLビーカーに[Emim]OAc (関東化学) 50 gを入れ，

任意の温度に加熱(80, 110, 140℃)し，粉砕処理（0.25 mm

以下, 1.0 ～1.7mm, 1.7 ～2.8 mm）したバイオマス原料

（生産農家から入手したバガス，稲わら，もみ殻）5 g

を加えて（IL/Biomass 比 = 1:10），160 rpm で所定の時

間（1～24 hr）攪拌した．イオン液体処理後，アセトン

50 wt%水溶液 500 mL に全量を加え，さらに室温で 1 hr

攪拌した．その後 8000 rpm, 25℃で 10 min 遠心分離し，

沈殿物を 90℃で 24 hr 乾燥して前処理バイオマス分画を

得た．ここで前処理バイオマス分画の回収率を（1）式で

定義した．上澄み液からエバポレーター(200 Torr, 60℃)

を用いてアセトンを回収し，残留物(主にイオン液体, 水, 

リグニンからなる混合物)を 8000 rpm, 25℃で 10 min 遠

心分離し，沈殿物を 50℃で乾燥してリグニン分画とした

（上澄みは再利用イオン液体となる）．ここで分画リグ

ニン収率を（2）式で定義した． 

 

前処理バイオマス分画回収率[%]  = （(前処理バイオマス 

分 画 重 量 [g])) / 原 料 重 量 [g]) x 100                      

(1)  

分画リグニン収率[％] = （ (リグニン分画の重量[g]/原料重

量[g])） ×100                                （2） 

 

ここで原料重量は 5[g]となる． 

 

2.2 硫酸加水分解を用いた各種バイオマスの組成分析 

25-ｍLガラス容器に分析対象原料0.1 gと72%（V/V）硫

酸水溶液2 mLを入れ, 室温下で15分毎に8回ボルテック

スミキサーで攪拌した. その後, 蒸留水75 mLを入れた

200-ｍLフラスコに全量を移し, オートクレーブ

(121℃,15 min)処理を行った．オートクレーブ後, 濾過

し沈殿物を100℃で12 hr乾燥させ，酸不溶性リグニンと

して重量を測定した．上清中に含まれる酸可溶性リグニ

ン量は波長205 nmの吸光度から見積もった．なお，酸可

溶性リグニン重量の算出は(3)式を用いた． 

 

Ma  =  (Δ A205 × V × D × L)/ε           （3） 

Ma: 酸可溶性リグニン重量 [g] 

ΔA205: サンプルとブランクに対する測定値の差 

V: ろ液体積 [L] 

D: 希釈倍率 [-] で本実験では5である． 

L: セル長 [cm] で本実験では1である． 

ε: 酸可溶性リグニンのモル吸光係数( = 110 [L/g・cm]) 

 

さらに，ろ液に含まれるグルコース（原料中のセルロ

ース由来）とキシロース濃度（原料中のヘミセルロース

由来）を高速液体クロマトグラフィー(ナカライ社カラ

ム：COSMOSIL Sugar D 4.6 mm i.d. x 250 mm L., 移動

相：アセトニトリル：水 = 8：2，流速 0.5 mL/min，検

出器：RI)を用いて測定し， 硫酸加水分解処理液に含ま

れるグルコースとキシロースの重量を算出した後, 

(4),(5)式を用いてセルロース量とヘミセルロース量を

算出した． 

 

セルロース重量[g] = グルコース重量[g] × 0.9   (4) 

                   ここで 0.9 ＝ 162/180 

ヘミセルロース重量[g] = キシロース重量[g]      (5) 

 

2.3 各種バイオマス酵素糖化 

50-ｍL フラスコに 0.1 M 酢酸バッファー(pH 5.0)20 

mL と前処理バイオマス 0.12 g，セルラーゼオノヅカ

3S(ヤクルト社製)0.41 g ，雑菌増殖を防ぐ為のトルエン

0.2 mL を加え 50℃，120 rpmで 24 hr 振とうした．糖化

反応液を濾過し，ろ液に対して 2.2 に記載した HPLC 分析

を行い，糖化液中のグルコース含有量を求め，（4）式か

らセルロース量を算出した．なお，セルラーゼオノヅカ

3S に含まれているデキストリン由来のグルコースが生

成するので，原料（基質）を含まないブランク実験を行

い補正した．糖化率は(6)式を用いて算出した. 

 

糖化率 [%] = (糖化液中のグルコース含有量から算出したセ

ルロース量 [g])/(原料中のセルロース含有量 [g])×100                   

（6） 

ここで原料中のセルロース含有量は，2.2 の硫酸加水分

解実験により求められたセルロース成分の割合に原料

（基質）投入量を乗じて算出した． 

 

酵素糖化処理液を 8000 rpm, 25℃で 10 min 遠心分離

して糖化残渣を回収した．その後 24 hr 乾燥後，重量測

定し糖化残渣回収率を（7）式から算出した． 

 

糖化残渣回収率 [%] = (糖化残渣回収量 [g])/(糖化に用い

た原料の重量[g]) ×100                       （7） 

 

ここで、糖化に用いた原料の重量は0.12[g]である． 

 

2.4 イオン液体の再利用実験（バガスのみ対象） 

 2.1 の方法に従って 1 度使用した後，回収されたイオ

ン液体を再度前処理に用い糖化率への影響を検討した． 
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3 結果と考察 

3.1 各種バイオマスに対する前処理 

 [Emim]OAc を用いて各種バイオマス（バガス，稲わら，

もみ殻）に対し各条件において前処理を行った．   

図 2 にバガスに対する前処理バイオマス分画回収率の

検討結果を示した．イオン液体による処理時間が長くな

るにつれ回収率は 82％から 73％に減少し，処理温度が高

くなるにつれ回収率は 86%から 65％に減少することがわ

かった．バガスの粒径サイズ（粒径 0.25 mm 以下, 1.0 

～1.7 mm, 1.7 ～2.8 mm）の影響について 110℃， 6 hr

の処理条件で比較したところ, 約 80％と一定であり殆

ど影響しないことがわかった(データ未記載)． 

 次に稲わら（粒径 0.25 mm 以下）と，もみ殻（粒径 

0.25 mm 以下）に対して反応条件を 110℃， 6 hr で処理

し，それぞれの前処理バイオマス分画回収率を求めたと

ころ，稲わらは 89％，もみ殻は 135％となった．もみ殻

の値が 100％を超えたのは，イオン液体処理後のアセト

ン 50 wt%水溶液によるイオン液体の洗浄除去が他 2 つの

バイオマスに比べ困難であり，処理後のもみ殻にイオン

液体が吸着したままの状態になってしまったことによる． 

バガスに対する各処理条件での分画リグニン収率を図

3 に示した．イオン液体による処理時間が長くなるにつ

れ，あるいは処理温度が高くなるに従って分画リグニン

収率は 1.2から 3.5％まで増加傾向にある事がわかった．

なお，図 4 に示したようにバガスの粒径が小さくなるに

つれ，分画リグニン収率は，2.2％から 3.1％に増加傾向

にあることもわかった.稲わら（粒径 0.25 mm 以下）に

対しては，110℃， 6 hr 処理で 1.5％であった．もみ殻

については 41％となったがイオン液体が吸着した状態

であり正確に評価できたとは言えない． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 バガス(粒径 0.25 mm)に対する各条件で前処理を

行った後の前処理バガス分画回収率 

反応温度 ■：80℃，●：110℃,▲:140℃ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 バガスに対する各条件での分画リグニン収率 

反応温度 ■：80℃，●：110℃, ▲:140℃ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 バガス粒径による分画リグニン収率変化（反応温

度：110℃，6 hr） 

 

3.5 バガスの組成分析結果 

各種バイオマスを温度 110℃に固定して処理時間のみ

を変えた時の前処理前後における主成分の成分割合の分

析結果を表 1～3 に示した. いずれのバイオマスも前処

理前（0hr）と後（処理時間 1～24hr）での各成分の構成

割合に大きな変化は見られなかった．なお，もみ殻には

大量のその他の成分（全体の 15～20％程度がシリカ[8]

である）が含まれており，これがイオン液体のもみ殻へ

の強固な吸着の要因となっているものと推測される． 
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表1 バガスの前処理前後の主な成分割合[%] 

処理時間(hr) セルロース ヘミセルロース 総リグニン その他 

0.0 37.4 29.6 35.4 7.6 

1.0 36.5 26.1 28.1 9.3 

3.0 37.1 28.4 27.4 7.1 

6.0 39.6 30.4 24.3 5.7 

12.0 41.1 31.2 21.3 6.4 

18.0 37.1 38.0 19.6 5.3 

 
 

表2 稲わらの前処理前後の主な成分割合[%] 

処理時間(hr) セルロース ヘミセルロース 総リグニン その他 

0.0 37.6 12.8 34.6 15.0 

3.0 34.8 10.2 39.2 15.8 

6.0 35.2 12.0 31.8 21.0 

24.0 29.0 12.2 33.6 25.2 

 

 

表3 もみ殻の前処理前後の主な成分割合[%] 

処理時間(hr) セルロース ヘミセルロース 総リグニン その他 

0.0 14.5 8.6 35.4 42.8 

1.0 8.4 4.7 34.4 52.6 

3.0 11.1 3.4 35.6 49.9 

6.0 9.0 3.1 32.3 55.6 

24.0 7.3 2.0 20.1 70.5 

 

 

3.6 酵素糖化結果 

 バガスと稲わらに対して，温度を110℃に固定し，時間

を1～24 hrの範囲で任意時間前処理を行った後，前処理

バイオマス分画に対して酵素糖化処理した時の糖化率の

変化を図5に示した．0 hrのデータはイオン液体処理を行

わずに原料をそのまま糖化した場合である．バガス，稲

わら（0.25 mm以下）ともに処理温度110℃，6 hrの条件

でそれぞれ90.7%，77.9％となり，IL-heat法による前処

理の効果が示された． 

なお，バガスを対象として処理時間6 hrとし処理温度

を80℃と140℃に変えた場合は，糖化率はそれぞれ47.2％，

90.7％になった．さらに処理時間6 hr，処理温度110℃に

て粒径の影響を検討したところ，0.25 mm以下の時90.7％

であったのに対して 1.0 ～1.7mmでは86.5％, 1.7 ～

2.8 mm では81.1％となり，原料を微紛化するほど糖化効

率が向上できる事がわかった．もみ殻はイオン液体の除

去が不完全であったため酵素糖化実験は実施しなかった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 前処理時間のバガス糖化率に対する効果 

●：バガス, ■：稲わら 

 

 

バガス（0.25 mm以下）を対象として，前処理時間と温

度が糖化残渣回収率（セルロース成分が酵素糖化される

ので固形分（残渣）は前処理時間が長くなるにつれて減

少することが予想される）に及ぼす影響を図6に示した．   

前処理時間を6 hrとして, 前処理温度110℃で13.5％

であったのに対して，80℃で53.2％，140℃で6.3％とな

った．さらに110℃，6 hrの前処理条件で粒径の影響を検

討したところ，0.25 mm 以下の場合13.5％に対して 1.0 

～1.7mm のものは15.0％, 1.7 ～2.8 mmのものは16.0％

となり微細化が残渣低減に寄与することが分かった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 前処理時間と温度因子によるバガス糖化残渣回

収率の変化 

反応温度 ■：80℃，●：110℃, ▲:140℃ 

 

 

 

3.7 イオン液体の繰り返し利用 

 バガス（粒径 0.25 mm以下）を対象に，110℃，6 hr

の前処理を行い糖化処理した．再度回収したイオン液体

を繰り返し用いた．回収イオン液体は黒褐色に着色(図7)

し明らかにリグニン由来の成分が溶け込んだ色調となり

2度目の糖化率は初回の1/10に減少した． 
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    使用前        使用後（回収後） 

図7 [Emim]OAc イオン液体の使用前後の色調変化 

 

4 結論 

[Emim]OAc による IL-heat法を用いて 3つのバイオマ

ス（バガス，稲わら，もみ殻）の酵素糖化に対する前処

理条件（温度と時間）の検討を行った．もみ殻は他の 2

つのバイオマスに比較して処理後にイオン液体の強固な

付着問題が生じたため糖化処理工程への移行が円滑に行

うことができなかった．  

バガスと稲わらの最適前処理条件は 110℃，6 hr であ

る. 特にバガスについては，2 hr の処理で 70％の糖化率

が得られると考えられ，かつ原料の細粉化は糖化効率や

最終残渣の減少に寄与する． 
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