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研究成果の概要（和文）：　溶質を含む均一相に相分離剤を添加して，新たな相を形成させ溶質を分配させる分離技術
は，従来の液液抽出に代わるものとして注目されている．本研究では相分離剤としてエタノールなどの水混和性有機溶
媒もしくは水溶性イオン液体および塩を用いる．高濃度の塩と水分子の相互作用により水混和性有機溶媒（イオン液体
）が相分離する．この現象を用いて，有機酸，ジオール，アミノ酸などバイオ産物の分離を定量的に行うことができた
．また相分離剤としての塩に代わり糖を用いた新規の水性2相抽出も行い，糖を用いた新しい水性2相抽出により有機酸
の抽出に成功した．抽出にpHが大きく影響していることを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：　The aqueous two phase system (ATPS) has been well known as one extraction 
technique for biomolecules. In this study, water-miscible alcohol/salt and ionic liquid/salt ATPSs for 
the extraction of bioproducts such as organic acids amino acids, diols and so on were examined. Succninc 
acid was quantitatively extracted by ATPS compsed of water-miscible alcohol/salt.
　The water-miscible alcohol/sugar and ionic liquid/sugar ATPSs were also exmained for the extarction of 
succinic acid. Succinic acid was successfully extracted with ATPS using sugar to extract using alcoholand 
ionic liquid. The pH condition of ATPS technique was really important in order to get high 
extractability．

研究分野：分離工学

キーワード： 水性2相抽出　イオン液体　有機酸　アミノ酸　ジオール
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
持続可能な発展のために化石燃料ベース
の化成品から再生可能資源に基づく化成品
製造への転換が求められている．これらの原
料となる乳酸，1,3-プロパンジオールなどは
バイオマスを原料とする発酵法により生産
されている．最近の遺伝子組み換え技術など
を利用した発酵技術の進展は著しいが，これ
らのプロセスの問題点は発酵そのものより
も，希薄で複雑な組成を持つ発酵液からの経
済的な分離精製が行われていない点にある．
たとえば，発酵生産された乳酸の精製法は古
くはカルシウムに塩による沈殿法，現在は電
気透析を中心にした方法で行われており，全
コストの 50％以上を分離精製段階が占める
といわれている．そこで化成品原料の生産を
発酵法に切り替えるとすれば，きわめて経済
的な分離法の確立が望まれている．本研究で
はこれまでにない新しい観点から水溶性有
機溶媒もしくはイオン液体を含む新規な水
性２相法を利用した分離法を提案する． 
研究代表者らはイオン液体を用いて有機
酸の抽出 (Matsumoto et al., Separ. Purif. 
Technol., 40, 97(2004))，乳酸菌へのイオン液体
の毒性の検討 (Matsumoto et al., J. Biosci. 
Bioeng., 98, 344(2004))，イオン液体含浸膜を
利用した炭化水素の分離(Matsumoto et al., J. 
Membr. Sci., 246, 77(2005)) およびペニシリン
Ｇの分離(Matsumoto et al., J. Membr. Sci., 289, 
92(2007))など，先駆的にイオン液体を分離場
として用いる研究を行ってきた．最近でもイ
オン液体含浸膜の応用範囲を広げるために，
乳酸，ブタノール，有機窒素化合物,糖などの
透過に関する研究，また従来用いられてきた
支持高分子はＰＶＤＦなどの合成高分子で
あったが，著者らはナタデココを構成するバ
クテリアセルロースが良い支持担体となる
ことを見出している．さらに研究代表者は従
来から糖や有機酸などの生体関連物質の溶
媒抽出に関する研究を行い，その抽出機構の
解明等を行ってきた．以上まとめると研究代
表者らはイオン液体は高価であるために，溶
媒抽出法に比べその使用量を飛躍的に削減
できるイオン液体含浸液膜法に着目して研
究を行ってきた．さらに最近ではバイオ産物
の抽出にイオン液体を用いた水性2相抽出系
が多く研究されるようになってきた．しかし
イオン液体は依然高価で，溶媒として用いる
には経済的ではない．またイオン液体相に抽
出された バイオ産物の回収法にも問題があ
る．  
 
２．研究の目的 
本研究の目的は水性2相を利用したイオン
液体含浸法ならびに水溶性有機溶媒を利用
した次のような新しい水性2相抽出分離法
（以下ATPS）を開発することである． 
(1) 水溶性有機溶媒／無機塩系の水性2相抽
出：親水性基質の分離に効果的で，有機溶媒
を蒸発除去することで溶媒相から簡単に基

質を回収できる． 
(2)イオン液体／無機塩系の水性2相を利用し
た新しい液膜含浸法：従来含浸が困難であっ
た水溶性イオン液体をイオン液体／無機塩
を用いて膜上に水性 2相を形成させてイオン
液体を含浸させる． 
 
３．研究の方法 
本研究では発酵液からバイオベース化成
品原料，すなわち乳酸，ジオールなどの選択
的な分離可能な新しい水性 2相系および水相
2 相を利用した新たなイオン液体含浸法を開
発する．これら対象物質が１）水溶性有機溶
媒／無機塩系の水性 2相抽出で効率的に抽出
される条件（親水性有機溶媒の種類，塩の種
類）を検討した．水相 2相形成や抽出と溶媒，
塩の物性との関係を明らかにする．またイオ
ン液体／無機塩系の水性 2相を利用した新し
い液膜含浸法については，従来報告されてい
るイオン液体を含む水性 2相を用い，種々の
支持高分子担体（親水性および疎水性ＰＶＤ
F，テフロン，バクテリアセルロース膜など）
への含浸の程度を検討し，支持担体とイオン
液体の適合性を明らかにしていく． 
  
４．研究成果 
(1) 塩析を利用した ATPS による 2,3-ブタン
ジオールの抽出分離 
 2,3-ブタンジオール(2,3-BD)は合成ゴムの
中間体として利用されるほか，航空燃料や医
薬品への利用も期待されている．2,3-BDの高
い親水性のために，発酵法による 2,3-BD の
生産プロセスでは，生産コストの半分以上が
分離プロセスにかかるコストであると考え
られており，発酵液からの効率的かつ経済的
な分離，回収法の開発が望まれている．そこ
で本研究では 2,3-BD の抽出相からの分離が
容易な塩/アルコールからなる ATPS を用い
た 2,3-BDの抽出分離を検討した． 
①溶解度曲線 

25 ℃において白濁法により溶解度曲線を
作成し，任意の組成で混合した K2HPO4-親水
性有機溶媒(t-BuOH, THF, 1-ProOH，2-ProOH，
EtOH，MeOH)-水の混合物の平衡後の上層、
下層の各組成を HPLCおよびカールフィッシ
ャー法を用いて測定し，タイラインを作成し
た． 

Figure 1に各親水性有機溶媒の溶解度曲線
を示した．メタノールおよびエタノールを用
いた場合では 2相を形成する領域がせまく，2
相を形成させるためにより多くの塩が必要で
あるため抽出溶媒として適さないと考えられ
る．1-プロパノールと 2-プロパノールを比較
した場合，2 相を形成する領域は 1-プロパノ
ールの方がわずかに広くなったが 1-プロパノ
ールは沸点が 97.12℃であるのに対し 2-プロ
パノール，t-ブタノールおよび THF は沸点が
それぞれ 82.4, 82,4 および 65.4 ℃であり，
2,3-BDの抽出相からの分離を考え，以後の抽



出溶媒には 2-プロパノール，t-ブタノールお
よび THFを検討した． 

 
Figure 1 Effect of solvents on the binodal 

curves at 298 K 
 
② 2,3-BDの塩析 
 50 g/Lの2,3-BD水溶液18 mLに塩(K2HPO4，
K3PO4，K2CO3，(NH4)2SO4，K3C6H5O7，KF)
を 50.0，100.0 g/100g-waterになるように添
加し，目盛付き試験管中で混合した．平衡後，
上層および下層の 2,3-BD濃度を HPLC，含水
率をカールフィッシャー法により測定した． 
 2,3-BD の塩析に及ぼす塩の影響を示した．
K2HPO4，K2CO3，KF を 100.0 g/100g-water
加えた場合のみ，2,3-BDの塩析が生じ，その
他の塩では塩析は生じなかった．塩析が生じ
た場合でも，2,3-BDの回収率は高くなかった． 
 
③ ATPSによる 2,3-BDの抽出 
 50 g/Lの2,3-BD水溶液4 mLに塩(K2HPO4，
K3PO4，K2CO3，(NH4)2SO4，KF，K3C6H5O7)
を 50.0、100.0 g/100g-waterになるように添
加し，2-プロパノール 4 mLと目盛付き試験管
中で混合した．1分間激しく混合した後，25 ℃，
100 rpmで 6時間撹拌した．平衡後，上層お
よび下層の 2,3-BD濃度を HPLC，含水率をカ
ールフィッシャー法により測定した． 

2,3-BDのATPSに及ぼす塩の影響を2-プロ
パノールの場合について検討した．いずれの
塩を用いた場合においても塩濃度の増加に伴
い 2,3-BDの回収率が増加し，上層に含まれる
水分量は減少した．抽出実験において
(NH4)2SO4 及び K3C6H5O7 を用いた場合では
他の塩と比較して回収率が低く，上層の含水
量が高いことから，これらの塩は水分子との
相互作用が弱いと考えられる．KF，K2HPO4，
K3PO4，K2CO3 を用いた場合ではいずれの塩
を用いた場合においても，ほぼ同程度の高い
回収率が得られたが，上層の 2,3-BD濃度には

違いが見られた。抽出相の含水率が低い塩ほ
ど高い 2,3-BD 濃度が得られたことから，
K2CO3，KFなどの塩は水分子と強く相互作用
しているため，抽出相側への水の分配が起こ
りにくかったと考えられる．そのためこれら
の塩が2,3-BDの水性2相抽出に適していると
考えられる． 
以上，親水有機溶媒／塩系 ATPSを用いるこ
とにより，溶媒抽出や塩析では困難であった
定量的な 2,3-BDの回収が可能となった． 
 
(2) 水溶性有機溶媒およびイオン液体を利用した
ATPSによるコハク酸の抽出分離 
 コハク酸はバイオポリマーの原料として近
年注目されている．石油資源の枯渇に伴い，
コハク酸の発酵生産が注目され，最近工業的
な規模で行われるようになってきた．しかし，
2,3-BD 同様コハク酸も親水性が極めて高い
ことから，これらのプロセスにおいて，発酵
液からのコハク酸の効率的な分離精製が望
まれている．そこで本研究では，イオン液体
および水溶性有機溶媒を用いた水性二相法
によるコハク酸の抽出について検討した． 

① 塩析を用いた ATPS 

 イ オ ン 液 体 と し て
1-butyl, 1-hexyl, 
1-octyl-3-methyl 
imidazolium bromide，可
溶性の親水性有機溶媒と
してエタノール，1-プロパノール，2-プロパ
ノールおよび t-ブタノールを用い，溶解度曲
線を前節と同様に得た．また塩として
K2HPO4, (NH4)2SO4, MgSO4, K3PO4, K2CO3, 
KF, NH4NO3, NaCl, C6H5Na3O7, Na2CO3を用
いた．イオン液体もしくは水溶性有機溶媒 5 
mL および塩を含む水相 5 mL を目盛付き試
験管にとり 12 時間浸蘯し，平衡に至らしめ
た後，両相の体積を測定した．その後両相を
取り出し，それぞれのコハク酸濃度を HPLC
によりまた有機相の水相含量をカールフィ
ッシャー法により測定した． 
 Figure 2に用いた有機溶媒およびイオン液
体―K2HPO4 系の溶解度曲線を示した．イオ
ン液体 HmimBr, OmimBr は 2-プロパノール
と同等の優れた相分離剤であることがわか
った． 

Figures 3および 4に 1-プロパノールおよ
びイオン液体から形成される ATPSによるコ
ハク酸の抽出の結果を示した．両図とも横軸
は塩水溶液の平衡時 pH を示している．イオ
ン液体／(NH4)2SO4系 ATPS を用いることで
高い抽出率を達成できた． Figure 3からわか
るように水溶性有機溶媒を用いた ATPSでは
抽出率は，用いる塩ではなくその pH に依存
している．コハク酸の pKa 値は 4.17および
5.64であることから，コハク酸の未解離種が
抽出されていることがわかった．一方イオン
液体を用いた Fig. 4では，抽出率は pHに依
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存せず，用いる塩に依存すると推察される．
Table 3 に(NH4)2SO4 を用いた場合の親水性
有機溶媒およびイオン液体中の平衡含水量
を示している．表からイオン液体中の含水量
は水溶性有機溶媒に比べ高い．以上の点から
水溶性有機溶媒からなる ATPSではコハク酸
はアルコール相中のアルコールクラスタ内
に分配され，一方イオン液体からなる ATPS
では，イオン液体相中の水クラスター内に分
配されているのではないかと推察される． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 Binodal curves of solvent (alcohol and 
ionic liquid) + K2HPO4 aqueous two phase 
system 
  

Figure 3 Extraction of succinic acid with ATPS 
formed by salts (20 g/100mL-water) and 
1-propanol 
 
② 糖析を用いた ATPS 

 イオン液体として
C4mimCF3SO3，可溶
性の親水性有機溶媒
として 1-プロパノー
ルを用いた．また糖としてスクロースとマル
トースを用いた．イオン液体 4 gもしくは水

溶性有機溶媒 5 mLおよび糖を含む水相 5 mL
を目盛付き試験管にとり 12 時間浸蘯し，平
衡に至らしめた後，両相の体積を測定した．
その後両相を取り出し，それぞれのコハク酸
濃度をHPLCによりまた有機相の水相含量を
カールフィッシャー法により測定した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4 Extraction of succinic acid with ATPS 
formed by salts and ionic liquids 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5 Extraction of succinic acid with ATPS 
formed by sugar (60 g/100 mL-water) and 
1-propanol or C4mimCF3SO3 
 
 Figure 5に 1-プロパノールおよびイオン液
体から形成される ATPSによるコハク酸の抽
出に及ぼす平衡 pHの結果を示した． 図から
わかるように水溶性有機溶媒／糖およびイ
オン液体／糖を用いた ATPS では抽出率は，
その pHに依存していた．コハク酸の pKa値
はそれぞれ4.17および5.64であることから，
コハク酸の未解離種が抽出されていること
がわかった．これはイオン液体／塩から構成
される ATPSとは異なっていた． Table 2に
親水性有機溶媒およびイオン液体中の平衡
含水量を示している．表からイオン液体中の
含水量は水溶性有機溶媒に比べ高く，また糖
濃度の増加に伴って減少していない．塩系の
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ATPS においてアルコール系ではコハク酸は
水-アルコール水素結合のネットワークに組 
み入れられており，またイオン液体系では水
相ドメインに抽出されているのではないか
と推察していたが，塩系では，pH の高い領
域でイオン液体とのイオン交換による抽出
も生じているのかもしれない． 
 

Table 2 Water contents in upper phase 
Solvent Sugar(g/100mL- 

water) 
含水量   
(wt%) 

1-ProOH Sucrose (60) 31.3 
1-ProOH Sucrose (80) 24.8 

1-ProOH Sucrose (100) 21.6 

C4mimCF3SO3 Maltose (80) 45.9 

C4mimCF3SO3 Maltose (100) 48.6 

 
(3) まとめ 

 本報告では塩析，糖析を用いる ATPSとし
て，2,3-ブタンジオールおよびコハク酸をと
りあげたが，そのほか抗生物質やアミノ酸の
ATPS にも取り組んでいる．ここで示した方
法は基本的には親水性の高い有機物の抽出
には極めて有効であることがわかった．しか
しまた体系的な研究は十分ではなく，その抽
出機構も，まだ不明な点が多く今後の課題と
なっている．さらにこの方法を，実際の発酵
液からの目的物の抽出に応用するには，選択
性など克服しなければならない課題もある． 
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