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アンモニアガス前処理(LNAA)および同時糖化共発辞(SSCF)プロセスによ

るネピアグラスからのバイオエタノール合成

(宮崎大学工学部 ･農学部)保田昌秀 ･石井康之 ･太田一良

【手釣】本研究ではネピアグラス(PeDZu'setumpuzpureumSchumach)からの効率的なェタノー

ル生産について研究を行なった｡一般に､リグノセルロース系エタノール生産 (第二世代バ

イオエタノール)は､主に前処理､セルロース糖化 (SA)-キソース発酵 (HF)､およびペ

ントース発酵 (PF)の 4つのプロセスからからなっている｡多くの第二世代バイオエタノー

ルの生産の研究は､これらのプロセスを様々に組み合わせることによって行われている｡本

研究では､ネピアグラスの低コストかつ低エネルギーの前処理法の開発を目指して､アンモ

ニアガスを用いる改良型LMAA法を開発した｡また､SAとHFを同時に行う並行複発酵 (SSF)

およびSSFで残存するキシロースを遺伝子組換え大腸菌KOllによりPFを行なう二段階プロ

セス (SSF-PF)を行った結果､LMAA前処理ネピアグラス (100g)のSSFプロセスで 17.4g､

pFで6.7g､全体で24.1gのエタノールが生成した｡前処理ネピアグラスの完全糖化で理論

的に得られるキシロース (214mg/g)とグルコース (397mg/g)を基準とする総エタノール

収率は 68.9%になった｡さらに､反応プロセスの簡略化のために SA､HF及び PFを同時に行

う同時糖化共発酵 (SSCF)の一段階プロセスを検討した｡前処理を行ったネピアグラス (3.0

g)から 777mgのエタノールが生成し､エタノール収率は 74.1%に到達した｡これは､今ま

でに報告のあったネピアグラスからのエタノール生産の中で最高収率となっている｡

キーワ- ド:倭性ネピアグラス､バイオエタノール､アンモニアガス､LMAA法､ssF法､

SSCF法､光触媒､バイオ水素､隣接酸素原子効果

1緒言

1-1 第二世代バイオエタノール生産の課題

再生可能エネルギーの獲得は､地球温暖化防止の観点から重要となっている｡その中で､

食料と競合しない "リグノセルロース"からのエタノール生成が 2007年ごろから注目され､

Galbeおよび Zacchi(ルンド大学 スエーデン)らによって､寮二世代バイオエタノール

(second-generationbioethanol)と呼ばれ､その重要性が増してきている｡リグノセルロー

スは､グルコースだけで構成されるデンプン系原料とは異なり､難分解性のリグニンおよび

難発酵性のペントースからなる-ミセルロースを多く含くみ､乾燥バイオマスあたりのエタ

ノールの収率が最大でも300-400mg/gと､低いことが問題となっている｡そのために､第

二世代バイオエタノール研究では､克服すべき大きな課題として次の二つが挙げられる｡

第-には､リグニンの除去および結晶構造の変化によって酵素糖化を促進させる様々な前

処理工程が検討されているが､前処理にはしばしば生成されるバイオ燃料よりも多くのエネ

ルギーとコストがかかる｡そのために､低エネルギーおよび低コストの前処理方法の開発が
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望まれている｡第二に､リグノセルロースはペントースで構成される-ミセルロースを20-35

wt%程度含んでおり､通常の酵母発酵ではエタノール収率が低くなる｡そのために､リグノセ

ルロースを原料とするバイオエタノール生産では､ペントース発酵が不可欠であり､組み替

え体などを用いてエタノール収率を最大値に近づける努力が払われている｡

ト2 研究戦略
我々は､数多くあるバイオマスの中からリグニン含有量が低く､年当たり､単位面積当た

りの収穫量が高いネピアグラス (PeDDl'setumpuz･PureLZmSchumach)に注目した.最初のネピ

アグラスからのバイオエタノール報告が2008年に発表されてから今までに13報の論文が報

告されている｡Tablo1には各プロセスの前処

理方法､糖化､発酵法と収率を示す｡その中で

2011年にDoran-Petersonらが高圧水熱前処理

(PBHW)したネピアグラスを2種類の酵素を用

いた糖化 (SA)と組換え菌E coll'LYOlを用

いた-キソースおよびペン トースの共発酵

(cF)を組み合わせた二段階エタノール生産

(SA-CF)を報告している[6]｡そこで､我々

は､加水分解酵素と酵母による同時糖化発酵

(SSF)と組換え大腸菌KOllを用たペントース

発酵 (PF)による二段階プロセス(SSF-PF)を

2013年に報告した｡さらに､今年度は加水分

解酵素､酵母､組換え大腸菌KOllを用いて､

同時に糖化､-キソース発酵､ペントース発酵

を行う同時糖化共発酵 (SSCF)による一段階プ

ロセスについても検討を行ったので､報告する

(Schemel)o
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(continued)
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1-3 アンモニアのセルロース結晶への影響
バイオエタノール生産では､糖化促進のためにアルカリ処理によるリグニンの除去が行わ

れているが､今までの当研究室での検討で､リグニン含量の少ないリグノセルロースでは､

アルカリ処理が発酵を遅延することを明らかにしている｡そこで､本研究では低エネルギー ･

低コス トの前処理方法を開発するためにアンモニアガスを利用した前処理法の開発を行った｡

セルロースには､化学反応性や性質が異なる数種の結晶相が組み込まれていることが知ら

れている｡天然にはcelluloseIα と Ⅰβの二つの構造が存在し､celluloseIと標記される｡cellulose

Iは液体アンモニアや種々のアミンによる処理によってcelluloselIII型に変換する｡アンモニ

アは結晶構造中の水素結合部位に浸出して
いき､結晶構造をcelluloseIからcelluloseIIIIcellulosel
型に変化させていると思われる｡ Native

ce‖ulosellll
Activetocellulase

そのために､アンモニアはパルプや繊維の性質を改善するために工業的に用いられている｡

また､リグノセルロースの前処理としてAFEX 法 (ammonia丘berexplosion)が知られており､

バイオ燃料およびその他の化成品-の変換において､酵素糖化の効率向上が図られている

(Table2)Oこれは､アンモニアによって酵素活性なcelluloseluI型が増加するためであるo

Lかし､AFEX は900C21気圧の過酷な条件を必要とする.また､SAA (soakinginaqueous

ammonia)は､固形物 :水の割合が 1:6-1:10で大気圧下40-80oCで行なわれている.これら

のプロセスでは､過酷な条件の保持および水溶液からのアンモニアの回収にエネルギーを要

することが問題となっている.一方､ガス状のアンモニアは低エネルギーでの回収が期待で

きる｡本研究では､Kim らが報告しているLMAA (Low-moistureanl1ydrousammonia)法を改

良して､リグノセルロースを室温で長時間､大気圧のアンモアガス雰囲気下に暴露する改良

しMAA法について検討した｡

Table2.Pretreatmentmethodsuslngammonia

AFEX Am moniaFiberExplosionpretreatmentat90oCunder21atm Ref.[14]

SAA SoakitlginAqueousAmmoniapretreatmentat40-800C inaroom Ref.[15]
atmosphere,solid-to-liquidratioof1:6-1:10

LMAA Low-MoisttlreAn hydrousAm moniapretreatmentat80oC･0･6atm･f♭r Ref.[16]
84h.C.GYooetal.,Bioresour.Technol.102,10028(2011)

Modi爪ed Low-MoistureAn hydrousAmmoniap.retreatmentatroomtemperature Ref.[17]
LMAA inaroomatmosphere,solid-tolliquidratio0f1:1.UseofNH3(1.Ig)for

lOOgnaplergraSS.
[14]F.Teymouri,LLauerano-Perez,H.Alizadeh,andB.E.Dale,"Optimizationoftheammonia丘ber
explosion(APEX)treatmentparametersforenzymatichydrolysisofcornstover,''BLlonsoune
Technology,96(2005)2014-2018.

[15]T.-H.KinandY.Y.Lee,̀?retreatmentofcornstoverbysoakinginaqueousammonia,"Applied
Bz'ochemisり′andBiotechnologyPartAEnグmeEngt'neert-ngandBiotecJznoLogy,I24(2005)1119-1132.
[16]C.GYoo,N.P.Nghiem,K.B_Hicks,T_fLKin,"PretreatmentofCornStoverbyLowMoisture
AnhydrousAmmonia(LMAA)Process,"BL'ofeSOuTreTTechnology,Vol.102,(2011)10028110034.

[17】M.Yasuda,K.Thkeo,H.Nagai,T.Uto,T.Yui,T.Matsumoto,Y.Ishii,andKOhta,Enhancementof
ethanolproductionfromnapiergrass(PennisetumpurpureumSchumach)byalow-moistureanhydrous
ammoniapretreatment,JournalofSustainableBioenergySystems,3(2013)179-185
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2実倣方法
2.1リグノセルロースの成分分析

ネピアグラス葉部の分析は次のようにして行なった｡未処理またはEGA処理のネピアグラ

ス(30g)を1%NaOH水溶液(400mL)とともに95℃で 1時間過熱した｡黄色沈殿物としてホロ

セルロースが遊離した｡これを遠心分離と涯過によって分離し､重量を測ることでホロセル

ロース量とした.ろ液を希塩酸で中和して､pH5.0に調製したO生成した褐色の沈殿を遠心

分離 (10,000rpm,1min)で分離して集めた｡これをリグニン量とした｡ホロセルロースを

構成する糖の分析は､NREL法に従って分析した｡ホロセルロース(300mg)に濃硫酸 (72wt%,

3.OmL)を加え､30℃で 1時間放置した｡その後､水(84mL)を加えて､硫酸の濃度を4.Owt%

に調製した｡これをオー トクレーブ中で 121℃で 1時間反応させることで完全糖化した｡糖

化液をcacO｡で中和して､遠心分離で上澄み液(約 87mL)を得た｡エバポレーターで30mLま

で濃縮して､LCで分析によって糖成分を求めた｡成分分析結果を表1に示す｡灰分は､ネピ

アグラス(2.0g)をるつぼに入れ､電気炉 (KBF784Nl,Koyo,Nara,Japan)で850℃で2時

間にて燃焼させて､残液物の重量を灰分量とした0

2.2加水分解酔素
セルラーゼとしては､AcremoDl'umcellulolytl'cus由来の AcremozymeKM(KyowaKasei,

Osaka)を用いた､Acremozymeは Meycellase(MeijiSeika)､TrlcAodemavl'rl-de由来のセ

ルラーゼ (wakochemicals)､Aspez･gl'11usDl'ger由来のセルラーゼ (Fluka)などの他の酵素

よりも高活性であったOまた､キシラナ-ゼとして､市販の Tn'chodemalongl'bTaChl'atEIm

(Z･eesl')由来のSumizymeX(ShinNihonChemicals,Anjyo,Japan)を用いた0

2.3辞母および組換え大腸菌KO11の前培養

SaccharomycescerevisiaeNBRC2044は グルコース (20.0g/L),ペプトン (1.0g/L),酵母溶

演(1.0g/L),NaHPO4(1.0g/L),MgSO4(3.0g/L)を含む培養液 (初発pH5.5)中で30oC,24時間

培養した｡ 24時間の培養後､細胞濃度が 7.7×107ce11S/mLの酵母溶液が得られた｡

また､組換え大腸菌KOllの前培養は次のように行なった｡LB培地 (トリプトン 2.0g､酵

母エキス 1.0g､NaC12.0g､蒸留水200mL)に寒天3.0gを入れ､オー トクレーブで滅菌し､

シャーレに20mLとり､クリーンベンチ内で殺菌灯を当てながら冷やし寒天培地を調製した｡

次にKOllを-80℃の冷凍庫から出し､寒天培地に波状形に植菌した｡30℃の培養機に培地面

が上になるように置き24h培養した｡LB培地をオー トクレーブで滅菌しクリーンベンチで殺

菌灯を当てながら冷やし､プレー トに生えたKOll株を白金耳ですくい入れた｡その後37℃､

150rpmで24h､振とう培養し､KOll乾燥菌体量が0.52mg/mLの前培養液を得た｡

2.4分新方法
エタノールは 2-プロパノールを内部標準とするガスクロマ トグラフ分析 (分析装置､

ShimadzuGC-2014､カラム､5%Thermon1000/Sunpak-A (Shimadzu))によって行った｡-

キソースおよびペントース量はアニオン交換型カラム (ShodexAsahipakNtI2p-504E250mm

x4.6mminID)を用いて液体クロマ トグラフ (ShimadzuLC-20AD)で定量した｡
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3錯黒と考察

3.1アンモニアを用いる前処理(LNAA法)
ネピアグラスは､宮崎大学木花圃場で栽培したものを用い､葉部を使用した｡切断後､70 oC

で 72時間乾燥し､粉末化した｡乾燥ネピアグラス粉末 (100g,体積 320血)をフラスコ

(1L)に入れ､水 (100g)を液滴にしてゆっくりと加えて､湿気を帯びさせた｡真空ポン

プで脱気を行い､次のアンモニアガスを充填した｡この操作を三回繰 り返し､内容のガスを

完全にアンモニアに置換した｡フラスコ内に充填されたアンモニア重量は 1.1gであり､既

報のSAA処理に比べて使用するアンモニア量が極めて少ない｡また､固形物と水との比は1:1

であるが､水溶液部分は全く含まず､SAA とは異なる前処理法である｡このようにして調製

したネピアグラス粉末を 1週間から4週間室温で放置した｡処理後､アンモニアガスをエバ

ポレーターで留去し､処理物は水(2L)で 3回 洗浄し､淡褐色の水溶液を分離した｡処理し

たしたネピアグラス粉末は 60 oCで乾燥し､次の糖化発酵工程に用いた｡このプロセスを

LMAA･nと名付け､nは処理時間の週を表している｡また､ネピアグラス粉末に水を加えな

いでアンモニアガス雰囲気に暴露させる前処理方法をLMAA(dry)とした｡Table3に成分分析

の結果および構成糖から生産可能な糖量およびエタノールの理論収量を示す｡

Table3ComponentsofnaplergraSSandtheoreticalamountsofsaccharideand

a)Hc:holocellulose,Lg:lignin,X:others.B)MaximumyieldofethanolfromSSF

3.2LH山 の評価
3.2.1糖化工程(SA)による評価
LMAA 前処理の効果を糖化反応(sA)で検証した｡ホロセルロース(10.0g)を酢酸緩衝液

(60mL,pH5.0)に分散し､オー トクレーブにて 1200Cで滅菌操作を行った｡セルラーゼ(1.0

g)を溶液に加えて､450Cで激しく擾拝しながら糖化を行った｡反応溶液は 12000rpmで

遠心分離を行い､上澄みを液のHPLC分析を行なった｡Figurelには､LMAAで処理したネ

ピアグラスの糖化反応における経時変化を示す｡アンモニア処理時間を変化させたネピアグ

ラスを用いて SAを行った結果､糖量はLMAA-4において最も早く最大値に到達した｡4週

間のLMAA14を最適な前処理とした.また､LMAA-4前処理は LMAA14(dry)前処理よりも優

れていることが確かめられた｡水を用いるとLMAA前処理の効率が向上することが分かった｡

Table4には 168hの糖化反応で得られるグルコースおよびキシロース量および収率を示す.

未処理のネピアグラスからは､全糖を収率 54%で生成した (Run1)0 LMAA前処理をしたネピ

アグラスでからグルコース収率は66-76%に向上した(Runs2-4). しかし､キシロース収率

は51%と低いままであった｡Figure2には長時間の糖化実験の結果を示す｡LMAA-4処理を行

うことによりグルコースの生成量が短時間で80%まで向上することが確認されたが､キシロ

ースの生成には通常の反応時間よりも数倍多い360時間以上を要し､収率も60%に留まった｡

- 100-



Saccarification time /h

Figure 1. Time-conversion plots of the
total yields of saccharides 10 the
saccharification of the pretreated
naptergrass using Acromozyme:
LMAA-I (~), LMAA-2 (0), LMAA-4
(e), LMAA-4 (dry) (0), and non­
treatment (-).

o 24 48 72 96120144168

Table 4 Saccharification ofLMAA-pretreated napiergrass. a

I NO 0.0 2.20 (63) 0.68 (36) 2.88 (54)

2 LMAA-I 0.0 2.89 (66) 0.91 (38) 3.80 (63)

3 LMAA-2 0.0 3.07(70) 1.16(49) 4.23(63)
4 LMAA-4 0.0 3.36 (76) 1.20 (51) 4.57 (67)
5 LMAA-4 0.3 3.23 (73) 1.13 (48) 4.36 (64)
6 LMAA-4 0.4 3.56 (81) 1.49 (63) 5.05 (74)
7 LMAA-4 0.5 4.14 (94) 1.60 (68) 5.74 (85)
8 LMAA-4 0.6 4.25 (96) 1.48 (62) 5.73 (86)
9 LMAA-4 0.7 3.92 (90) 1.51 (64) 5.43 (81)
10 LMAA-4 0.8 3.72 (84) 1.47 (62) 5.20 (78)
II LMAA-4 0.9 3.63 (82) 1.30 (55) 4.93 (73)
12 LMAA-4 1.0 3.05 (69) 0.95 (40) 4.00 (59)
13 NO 0.5 2.20 (63) 0.96 (50) 3.16 (59)

a Saccharification was performed for napiergrass (10.0 g) using the
hydrolytic enzyme (1.0 g) in an acetate buffer (60 mL) at 45°C
for 168 h.

b Pretreatment (PT). NO: non-treatment. LMAA: a low-moisture
anhydrous ammonia pretreatment. The value was the period in
week for LMAA- pretreatment.

c Fx value was the fraction of xylanase in the mixture (1.0 g) oj
cellulase and xylanase.

d The amounts of saccharides obtained from the saccharification of
109 of the pretreated napiergrass.
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Figure 2. Time-conversion plots of the amounts of
saccharide in saccharification of LMAA-4 treated
napiergrass (10.0 g) using Acremozyme (C) and/or
Surnizyme (H): Glucose (e) and xylose (.) from the
saccharification using C (1.00 g). Glucose (0) and
xylose (~) from the saccharification using C (0.50 g)
and H (0.50 g)

Fraction of xylanase (Fx)

Figure 3. The effects of the Fx on the yields of
glucose (e) and xylose (.) in the
saccharification of LMAA-4 treated napiergrass
(10.0 g) for 192 h using a mixed enzymes
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そこで､キシロースの生成量の向上と反応時間の短縮を目指して､キシラナ-ゼ (x)をセ

ルラーゼ (C)に添加してSAを行ったoXの混合比率 (Rx)をFx=X/(C+X)の式で定義したo

LMAA-4前処理ネピアグラスをFx-0.5の条件で糖化した結果をFigure2に示す｡キシラナ-

ゼの混合によってグルコースの生成収率は95%まで向上し､キシロースの生成収率も67%に増

加した｡さらに､糖化時間も168時間に短縮できた｡以上のことからCにXを添加すること

により糖生成量の向上､また､SA時間の短縮が可能となった｡

次に､酵素混合比率 (Fx)の最適化を行なった｡Exを0.3から1.0まで変化させて､SAを

168h行った.Figure3に各Fx値でのグルコースおよびキシロースの収率をプロットを示す｡

Fx-0.5でグルコース (93%)およびキシロース(67%)が得られ､Fx-0.6はグルコース(96%)お

よびキシロース (61%)となった.キシロースの収率の高いFx-0.5を酵素混合比率の最適値

と決定したOまた､Jix-0.5でのグルコースおよびキシロースの生成収率は､未処理の場合

63%および 500/.であり(run13)､LMAA処理では94%および68%まで向上させることに成功し

(run7)､LMAAはSAに対して有効であることが示された｡

3.2.2 SSFによる評価

次に発酵過程に対するLMAAA前処理の効果をssFによって検証したoSSFは､ネピアグラス

(1.33g)､加水分解酵素(133mg)､および酵母水溶液(0.16mL)を酢酸緩衝液(8mL,pH5.0)

に加え､36℃で反応を行なった｡反応液から発生する二酸化炭素量で､反応を追跡した｡ま

ず､最初に､SSFでの酵素混合比率 (Fx)の最適化を行ったoi:I-0.0からFTx-0.7まで酵素

比率を変えてSSFを行った時のキシロースおよびエタノールの収率をFigure4に示すoFx

-0.4および0.5でエタノールが 85%以上の高い収率を示した｡以上の事から､最もキシロー

ス収率の高いFx-0.4をSSFでの最適酵素混合比率のであることが分かったOこれらのこと

から､LMAA前処理はSSFに対しても有効であることが分かった｡
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3.2.3Lll仙 とアルカリ前処理の比較

リグノセルロースの一般的な前処理は､アルカリ前処理によってリグニン成分を除去する

方法で行われてきた｡しかし､我々の検討 (発表論文 6)により､リグニン含量の少ないネ

ピアグラスの前処理方法としてはアルカリ前処理が有効でなく､Figuro5に示す二酸化炭素

発生量の経時変化の比較から分かるように､他のプロセスに比べて発酵工程を遅いことが分

かった｡これは､アルカリ前処理による発酵阻害物質の遊離または発酵に必要な栄養素の溶

出が原因と考えられている.しかし､今回報告したLMAA前処理では､そのような発酵工程で

の抑制が起こらず､未処理のネピアグラスの経時変化と同様の挙動となっている｡さらに､

AFEXおよびSAAではアンモニア水溶液を使 うために､アンモニアの回収にはエネルギーが必

要であるが､LMAA前処理ではガス状のアンモニアを用いるため低コスト･低エネルギーでア

ンモニアの回収 ･リサイクルが容易であると思われる｡結果として､LMAA前処理はリグノセ

ルロースの SSFプロセスを高効率化できる有用な前処理方法の一つであり低コスト低エネル

ギーで行なうことができると思われる｡

3.3ネピアグラスからの効率的バイオエタノール生産

3.3.1SSF→PF法による二段階法

最初に､大容量培養機を用いて大量スケールでのSSFを行なったoLMAA前処理したネピア

グラス (100g)を大容量培養機に入れ､酢酸緩衝液 300mLを入れオー トクレーブした｡ク

リーンベンチ内で酵素 10g (セルラーゼ 6.0g､キシラナ-ゼ 4.0g)を緩衝液 300mLに

溶かし滅菌フィルターによりろ過し､S.cerevl'sl'aeの懸濁液 12mLとともに培養機内に入

れた｡窒素置換を行った後34℃で 150rpmで撹拝しながら反応した｡二酸化炭素発生終了を

発酵終了時間とし､エタノールをガスクロマ トグラフィー (GC)で､グルコースを高速液体

クロマ トグラフィー (HPLC)で分析した｡結果として 17.4gのエタノールと12,6gのキシ

ロースを得た｡

Table5.PentosefermentationbyKOl1

Xylose KOl1solution SSFsoh. Xylose/mg ethanol/mg ethanol

/g /mLa) /mLb) (yield/%)C) (yield/%)d)[yield/%]e) cone./gL~lq

1 1.26 50

2 1.26 60

3 1.28 70

4 1.28 80

5 0.75 70

6 1.00 70

7 1.50 70

50 807土9(64.0)

50 457主122(36.3)

50 60土10(4.7)

50 86土38(6.7)

40 0(0.0)

40 0(0.0)

40 771士23(51)

352士28(46.5)[37.2] 3.52

440土75(58.1)[50.8] 4.00

594土77(77.5)[73.6] 4.95

540士59(70.4)[65.4] 4.15

309土3(72.0)[68.6] 3.09

531土4(88.4日86.3] 4.82

566j=10(66.2)[54.7] 5.15

a)ThevolumeofthecellsuspensionofE.coltKOl1inml.
b)PentosefermentationwasperformedfortheSSFsolutionwhichcontained25.2gLll0fxyloseand4.4gL~lof
glucose.

C)Recoveredxylose.

d)Thevaluesinparenthesisareethanolyieldsfrombothxyloseandglucose.
e)Thevaluesinblanketaretheethanolyields丘omxylose.
I)ConcentrationofethanolingL~1.
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77.2%および52.8%であったOグルコースが2.2g残っており､これが発酵されなかったためエタ

ノール収率は目標より低くなっている｡またキシロースの糖化のためにキシラナ-ゼを配合し､

キシロース収率は未配合のものより改善されたがその収率は50%にとどまった｡何らかの方法で

キシロースの糖化を促進させる必要があることが分かる｡

Table6.SSCFofLMAA-treatednapiergrassa

Napiergrass Enzym e KOl1 Yeast Products/mg(Yield/%)b Ethanol

pTc Weight/g /mgd /mLe /mL r Xylose Glucose Ethanol /gLlg

1b NO 3.0 300 21 0.36 216土38(38) 19土2(2) 353士31(43) 8.8

2 LMAA 3.0 300 21 0.36 73土25(10)47土10(4) 777土15(74) 19.4

3 LMAA 3.0 300 21 0 148土11(20) 43土2(3) 731土12(70) 18.3

41 LMAA 3.0 300 0 0.36 473土43(65)29士10(2) 576土39(55) 14.4

5 LMAA 2.5 250 21 0.36 304土15(50) 37土6(3) 547土41(63) 13.7

6 LMAA 3.5 350 21 0.36 385士45(53) 37土2(3) 719士13(59) 18.1

7 LMAA 4.0 400 21 0.36 438土37(60) 39土8(3) 829土28(60) 21.4

aSSCFwasperformedforbuffer(40mL)containingnapiergrass(3.0-4.0g),cellulase(I50-200mg)and
xylanase(150-200mg),E.coltKOlI(21mi),andS.ceTleVisiae(0.36mL)at36oCfor96h.
bThemaximumamountsofxylose,glucose,andethanolwere729mg,1323mg,and1049mgobtained丘om
3.0gofLMAA-pretreatednaplergraSS,respectively.
cPretreatment(PT).NO:non-treatment.LMAA:alow-moistureanhydrousamm oniapretreatmentforfour
weeks.

dWeightoftotalhydrolyticenzyme(cellulaseandxylanase)inmg.The&action(Fx)ofxylanaseinthemixture
ofcellulaseandxylanasewas0.50
eVolumeofthecellsuspensionofE.coltKOl1inmi,
fVolumeofthecellsuspensionofSceTleVisiaeinmL
gconcentrationofethanolingL-1･

hThemaximumamountsofxylose･gluco?C,andethanolobtainedfromnon-treatednapiergrass(3･Og)were
576mg,1043mg,and827mg,respectlVely.
iThesimultaneoussacchariflCationandfementation(SSF)usingcellulase(150mg)andxylanase(150mg),
andS.cerevisiae(0.36mL)at36oCfor96h.

3.3.2同時糖化共発辞(SSCF)による-段階法
SSCFによる一段階法でエタノール生産は次のように行なった｡LMAA前処理したネピアグラ

ス (2.5-4.0g)を 100mLバイアルビンに入れ､緩衝液 13mLを加えた｡酵母用ピペット

チップとともにオー トクレーブで滅菌操作を行なった｡次にクリーンベンチ内でバイオマス

の10%に相当する酵素 (通常､0.3g;セルラーゼ 0.15g､キシラナ-ゼ0.15g)を緩衝液 3

mLに溶かし滅菌フィルターによってろ過しバイアルビンに加えた｡さらに､酵母培養液 0.36

mLとKOll培養液を21mL加えた｡pHを6.0に調整した後､窒素置換を十分に行い､36℃の

恒温槽で撹拝しながら反応させた｡二酸化炭素の発生の確認はメスシリンダーで行ない､二

酸化炭素発生終了時間を反応終了時間とし､糖をHPLCでエタノールをGLCでそれぞれ測定し

た｡その結果をTable6に示す.最適化の結果､LMAA処理ネピアグラス (3.0g)に対して

10%の混合加水分解酵素と酵母培養液 (0.36mL)とKOll培養液 (21mL)を併用して 96h

反応することで収率 74%でエタノールが生成した(run2)0

Figuro6にはSSCFにおけるエタノールおよび糖量の経時変化を示す｡収率はLMAA処理物
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3.3.3既報のネピアグラスからのバイオエタノール生産との収率の比較

SSF→PF及びSSCFの2つのプロセスの比較を行うと､SSCFは反応プロセスを一段階反

応なので雑菌のコンタミネーションを防ぎ､反応の効率化を行うことができ､反応時間も24

hに短縮された｡また､今回の結果と代表的な文献の結果と比較したものをTable7に示す｡

未処理のネピアグラスの場合､sA-CFプロセスの収率は36%であり､これに比べてSSCFでは

42%と高い値を示している｡また､高圧水熱処理 (PBHW)[6]またはLMAA前処理したネピアグ

ラスでは､SA-CFプロセスの収率は73%であり､本研究のSSCFではそれと同等の収率(74.1%)

を得ることができた｡これらのことから､LMAA前処理とSSCFを組み合わせることで低エネ

ルギーと低コス トのバイオエタノールプロセスの構築に成功した｡

IrabJe7Comparisonofethanolyields

･apierg-s Giuycla:e' process pTa' Ethanolyield(%, Rel

Merkeron 39.2+25.8 SA+CF NO 108.7mg/蛋(36%) [6]

Merkeron 47.4+18.0 SA+CF PBHW 224.5mg/g(73%) [6]

Schumach 37.5+26.5 SSF+PF NO 144.0mg/g(44%) [12]

Schumach 39.7+21.4 SSF+PF LMAA 241.0mg/蛋(69%) [12]

Schumach 39.7+21.5 SSCF NO 117.2mg/蛋(42%) present

schumach 39.7+21.4 SSCF LMAA 259.1mg/g(74%) present

a)pretreatment.NO:non-pretreatment,PBHW:Usingofpressureizedwaterat230℃for2h.

4.平成20-25年度の成果のまとめ

宮崎大学オリジナルの技術として､石井康久教授 (農学部)の開発した "壊性ネピアグラ

ス"および太田-良教授 (農学部)の開発したペントース発酵可能な組換え大腸菌KOllの技

術がある｡これらの二つの基本技術を結びつけて高効率にバイオエタノールを生産できる前

処理､糖化､および発酵方法を兄い出すことでが本プロジェクト研究の最も大きな研究目的

であった｡

そこで､Scheme4に示す研究計画にしたがって5年間､ネピアグラスの前処理､糖化､

および発酵の研究を行なった｡まず､リグニン量の異なる4種のリグノセルロース (ネピア

グラス､イナワラ､ススキ､タケ)を用いたバイオエタノール生産実験を行い､ネピアグラ

スがバイオエタノールの原料として最も優れていることを見出した (研究課題(∋)O次に､新

しい前処理法として改良 LMAA法を開発した (研究課題②)｡これは使用量が少量で､リサイ

クルが低エネルギーで可能なアンモニアガスを用いる新しい前処理方法である｡この方法で

前処理したネピアグラスをセルラーゼ､キシラナ-ゼ､大腸菌KOllおよび酵母の4種混合系

による同時糖化共発酵(SSCF)を行い､原料基準エタノール収率 74.1%を達成した (研究課題

③､④)｡この値はTablelに示す今までネピアグラスで報告されているエタノール収率で最

高収率となっている｡

一方､リグノセルロースの糖化発酵プロセスで生産されるエタノールは濃度は通常4%未満

であり､エタノールの分離には多くのコストを要すると思われる｡そこで､バイオマスの糖

化で生産される糖類を光触媒反応で水素ガスに変換すれば､蒸留操作なしで自発的に分離回
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収することができる｡このことに着目して､本プロジェクトでは酸化チタン光触媒によるバ

イオ水素の製造についても研究を行なった (研究課題G))Oその結果､水酸基が炭素に連続的

に置換した糖およびグリセロールなどのバイオマス由来物質は光触媒水素発生反応において

優れた犠牲剤として働き､糖からほぼ 100%の収率で水素を生産できることが分かった｡また､

同時に構造の異なるポリアルコールを犠牲剤に用いる光触媒水素発生反応の結果､"隣接酸素

原子効果"という新しい概念を兄い出したOさらに､当研究グループが独自に開発した塩化

マグネシウム担持シリカゲルを用いてグルコースから HMF (5-ヒドロキシメチルフルフラー

ル)-の変換についても検討し､高い変換効率を達成した (研究課題6)).

LignocelJulose

Dry,Cut,Powdering
Pretreatment

Pretreated日gnoceHulose

SSCF

SSF

Pentose
PF

Photocatalyst

EthanoI

EE.t:: : .? : )

Hydrogen

Pentose+Hexose =HMF
Scheme4

工程 研究課題 研究成果

原料 (ヨリグノセルロースの選択 論文6

前処理 ②新規前処理法の開発 論文2,9,12

糖化発酵 ③同時糖化共発酵によるプロセスの簡素化 論文 10

④同時糖化発酵によるエタノール生産 論文 5,9

新規バイオ燃料の開拓 ⑤光触媒反応による糖の水素転換 論文3,4,7,8,ll

⑥-キソースのHMFへの化学変換 論文1

【当研究課題で発表した論文リス ト】
1.M.Yasuda,Y Nakamura,J.MatSumOtO,H.Yokoi,andT.Shiragami,TransfbmationofGlucoseto
5-Hydroxym ethyl121furfuralbySiO2-MgCl2Composite"Bull･Chem.Soc.Llpn"84,416-418(201I).

2. M.Yasuda,A.Miura,R.Yhki,Y.Nakamura,T.Shiragami,Y.lshii,andH.Yokoi,Theeffectof
TiO2-PhotocatalyticpretreatmentonthebiologicalproductionofethanolfromlignocelIuloses,J･Photochem.
Photobiol.A:Chem,220195-199(2011)

3. T.Shiragarni,T.Tomo,H.Tsumagari,R.Yuki,T.Yamashita,andM.Yasuda,PentoseactingaSaSaCriRcial
multi-electronsourceinphotocatalytjchydrogenevolution丘omwaterbyPt-dopedTiO2.Chem.LeEL,41,
29-31(2012).

一･108-




