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アンモニアガス前処理法の開発 :

ネピアグラスの辞素糖化および同時糖化発辞に対する効果

(宮崎大学工学部 ･農学部)保田昌秀 ･石井康之 ･太田一良

【要約】ネピアグラス(PeDnlsetumpurpuz･eumSchumach)のアンモニアガス前処

理(EGA,Explosuretogaseousammonia)について検討 した｡EGAは､乾燥ネピ

アグラス粉末を同重量の水で湿らせ､アンモニアを充満させたフラスコ中に室温

で数週間暴露させる方法である｡EGAの効果を酵素糖化(SA)において検証し､ア

アンモニアガス中に放置する最適時間を決定した｡その結果､4週間のEGA処理

が最適であることが分かった｡4週間 EGA処理 したネピアグラス(EGA-4)を

AcremoDl'um cellulolytl'cus 由 来 の セ ル ラー ゼ (Acremozyme KM)お よ び

TTl'chodemaloDgl'bTaChlatLlm(reesi)由来のキシラナ-ゼ(sumizymeX)の梶合

酵素を用いて糖化を行なった結果､グルコースおよびキシロースがそれぞれ

100%および60%の収率で得られた｡さらに､同時糖化発酵 (SSF)によるエタノー

ル生成においても､EGAの効果を検証した｡EGA-4処理したネピアグラス(1.33g)

に対 して酵母 (Saccノ7arOmyCeSCeZleVIsj'ae)溶液(0.16mL)および Acremozyme

セルラーゼ(67mg)および sumizymeキシラナ-ゼ(67mg)を用いるSSFでは､収

率 94%および 48%でエタノールおよびキシロースをそれぞれ得た｡

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[l]｡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,M.および Zacchi,G.(スエーデン ルンド大学)らによって､第二世代バイオエタ

ノール (second-generationbioethanol)と呼ばれ､その重要性が増 してきている[1]o 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200-300mgg1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[2]｡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

が望まれている｡第二に､リグノセルロースはリグニンの他にペン トースで構成される-ミ

セルロースを 20-35wt%程度含んでお り､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､エタ
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2実験方法

2.1リグノセルロースの成分分析

ネピアグラスの成分分析は次のように行った｡粉末化 したネピアグラス(30g)はメタノー

ルで洗浄 して油脂分を取 り除き､1%NaOH水溶液 (4001止)で 95oC､1時間処理を行った｡

処理物の遠心分離によって､ホロセルロース を黄色沈殿物 として単離 した｡波液は希塩酸で

中和 して､pH5.0にした｡得られた茶色の沈殿物を遠心分離を 10,000rpmで 10分間行い､

リグニンを単離 した｡

ホロセルロースの成分分析は､Nationa一RenewableEnergyLaboratory(NREL)法[17]に従

って行ったOホロセルロース(300mg)に濃硫酸 (720/0,3.OmL)を加えて､溶解させ､30oCで

1時間放置 した｡次に､硫酸の濃度が 4%になるまで水 (84I止)を加えた｡これをオー トクレ

ーブに入れ､121oCで 1h反応 したO 液体クロマ トグラフで糖分析を行い､糖畳からグル

カン及びキシラン量を求めたO灰分畳は､粉末ネピアグラス (2.0g)をるつぼに入れ､電気炉

(KBF784Nl,Koyo,Nara,Japan)で 850oCで 2時間加熱することで求めた0

2.2セルラーゼによる糖化

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で滅菌を行った[18]O加水分解酵素 (1.0g)を溶液に加えて､450Cで激 しく慣拝 し

ながら糖化を行った｡反応溶液は 12000】-pmで遠心分離を行い､上澄みを液の HPLC分析を

行なった.セルラーゼ としては､Acz･emonl'um由来のセルラーゼ (AcTemOZymeKW,Kyowa

kasei)を用いた､Acz･emozyJWeは MeycelJase(MeijiSeika)､7h'C/]odem 7aI,ITj'de由来のセ

ルラーゼ (wakochemicals)､AspeTgI-/JusJ71'geI-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｡また､キシラナ-ゼとして､市販の Trl'chodemalo/7glbLraChl'atum
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(reesel)由来のキシラナ-ゼ(SumizymeX,ShinNihonChemicals,Anjyo,Japan,5,000u

gil)を用いた｡

酵素名 起源 製造会社

AcremozymeKM AcellulasefromAcremoniumcellulolyticus

KyowaKasei,Osaka

SumlZym eX Axylanasefrom Trichodermalongibrachiatum(reesi)

ShinNihonChemi cals,An jyo,Japan

2.3加水分解辞兼および辞母を用いる同時糖化発声

saccharomycescerevjsL'aeNBRC2044は グルコース (20.0gL l ) ,ペプ トン (1.0gL~l),酵母

溶液(1.OgL~】),NaHl'0.(1.0gL-i),MgSO.(3.0gLl.)を含む培養液 (初発 pH5.5)中で 30oC,24

時間培養 した0 24時間の培養後､細胞濃度が 7.7×107cellsmL-lの酵母溶液が得られた[19]｡

同時糖化発酵は(SSF)は次のように行った｡リグノセルロース (1.33g)を酢酸緩衝液(5.OmL,

pH5.0)中に分散させ､酢酸緩衝液 (3.0mL)に分散させた加水分解酵素(133mg)および酵母懸

濁液 (0.16ml.)を加えた｡窒素置換を行なった後､激 しく擬拝 しながら 340Cで反応を行っ

た｡発生した二酸化炭素はメスシリンダーの捕集 し､二酸化炭素の発生量で反応を追跡 した｡

実験結果は､3回の実験の平均として求めた｡

2.4分析方法

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 トグラフ分析によって行った :

分析装置､ShimadzuGC-2014､カラム､5%Thermon1000/Sunpak-A (Shimadzu)0-キソー

スおよびペン トース畳はアニオン交換型カラム (ShodexAsahipakNH2p-504E250… X4.6

mm inlD)を用いて液体クロマ トグラフ (ShimadzuLC-20AD)で定量 した｡走査電子顕微鏡

(SEM)像は､HitachiS-4100(Tokyo,Japan)で根影 した｡

3結果と考察

3.1ネピアグラス

草本系 リグノセル ロ-スとして､ リグニン含量が少ない硬性 ネピアグラス(Pennisetum

pILrPureL'mSchulllaCh)[20.2日を選択した.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､70oCで 72時間乾燥 し､粉末化した｡

3.2アンモニアガス前処理

乾燥ネピアグラス粉末 (100g,体積 320n山)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畳は 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 lか
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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60oCで

乾燥 し､次の生物化学反応に用いた｡このプロセスをExplosretogaseousammonia,EGA･n

と名付け､n は処理時間の週を表 している｡ さらに､乾燥粉末を直接､アンモニアガスに暴

露させる方法をEGA-n(dry)とした.Tablelに､未処理(NO)､EGA-1(wet)､EGA-2(wet),､

EGA-4イwet)処理 したネピアグラスの成分を示す｡

Table1.ComponentsortheEGA-pretreatednaplergraSS

onents/wt%

Holocellulose Lignm Ash O血ers
glucane:xylane)

48.2(28.2:20.0) 12.6 13.9 25.3

53.7(32.1:21.6) 11.0 13.0 22.3

60.4(36.1:24.3) 9,9 9.5 20.2

61.1(36.6:24.4) 7.1 7.1 24.7

pretreatmenta)

NO

EGA-1

EGA-2

EGA-4

a)NO:no-treatment.EGA-n:theexposuretogaseousammonia
pretreatmentf♭rnweeksunderwetconditions･

3.3アンモニアガス前処理の糖化工程に対する効果

糖化反応に対するEGA前処理の効果を検証 した｡糖化反応は､酢酸緩衝液(60mL)に分散

させたネピアグラス (10.0g)をAcremozyme(1.0g)を用いて 45oCで行なった｡Figurelに

は､EGA一m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｡糖量は EGA-4に

おいて､EGA-1および EGA-2よりも最も早く最大値に到達 した｡それゆえに､4週間の

EGA-4を最適な前処理とした｡また､EGA-4前処理は EGA-4(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EGA前処理の効率が向上することが分かった｡

Tabte2には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 (Runl) 0 EGA前処理をしたネピアグラス

では収率が向上し､63-670/Oに達 した(Runs2-4).Figure2には､EGA14前処理から得られる

グルコースおよびキシロースの転化率曲線を示す｡キシロースの生成は遅く､360時間まで

緩やかに増大したO一方はグルコース生成量はすばやく増加 し､48時間までに最高収率に到

達 した｡そこで､- ミセルロースの糖化反応を速めるために､Arcemozymeセルラーズ (C)

にキシラナ-ゼを添加 した.Sumizymeキシラナ-ゼ(H)を 1.0×iI.グラム添加 した｡ここで､

香.値は混合酵素中の Hの分率を表す｡Figure3は 192時間の糖化によって生成するグルコー

スおよびキソロース収率に対する FHの効果を示 しているOこの図から､キシロースの収率

が最大となる0.50が FHの最適値 としたoFigure2に示すように､混合酵素 (尤 -0.50)を

用いることで､糖化時間が大幅に短縮 されている｡

EGA-4前処理 したネピアグラス(10.0g)を C(0.50g)および H(0.50g)で糖化する最

適条件では､グルコースおよびキシロースの収率はそれぞれ 100%および 60%となった(Run

5)｡未処理のネピアグラスの混合酵素による糖化の場合 (Run6)､グルコースおよびキシロー

スの収率はそれぞれ 65%および 40%と低いままであった｡
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Figure 1. Time-conversion plots of the total yields of saccharides in the saccharification of the
pretreated napiergrass using Acromozyme cellulase. EGA-1 (.6.), EGA-2 (0), EGA-4 (e),
EGA-4 (dry) (0), and no-treatment (-).

Table 2. The effects of EGA-pretreatment on the saccharification ofnapiergrass with
hydrolytic enzymes. a)

PT b) Enzyme c) Product /g (yieldl%) e)
Run TsAIh d) -----=---.:-=----------'-------

(weight/g) Glucose Xylose Total

1 NO C (1.0) 168 2.20 (70) 0.68 (31) 2.88 (54)

2 EGA-1 C (1.0) 168 2.89 (81) 0.91 (38) 3.80 (63)

3 EGA-2 C(1.0) 168 3.07(77) 1.16(43) 4.23(63)

4 EGA-4 C (1.0) 168 3.36 (83) 1.20 (44) 4.57 (67)

5 EGA-4 C (0.5)+H (0.5) 168 4.15 (100) 1.60 (60) 5.75 (81)

6 NO C (0.5)+H (0.5) 168 2.20 (70) 0.96 (43) 3.16 (59)
a) Saccharification was performed for pretreated napiergrass (l 0.0 g) using the hydrolytic

enzyme (1.0 g) in an acetate buffer (60 mL).
b) Pretreatment (PT). NO: no-treatment. EGA-n: the exposure to gaseous ammonia

pretreatment for n weeks under wet conditions.
c) Hydrolytic enzyme. C: Acremozyme, H: Sumizyme.
d) Saccharification time.
e) The ~mounts of saccharides obtained from the saccharification of 109 of the pretreated

naplergrass.
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Figure 2. Time-conversion plots of the amounts of glucose and xylose in saccharification of
EGA-4 treated napiergrass (10.0 g) using Acremozyme (C) and/or Sumizyme (H).
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Figure 3. The effects of the fraction of Sumizyme (FH) on the yields of glucose (0) and
xylose (~) in the saccharification of EGA-4 treated napiergrass (10.0 g) for 192 h using a
mixed enzyme of Acremozyme and Sumizyme.
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3.4アンモニアガス前処理の同時糖化発辞工程に対する効果

EGA前処理の効果を､同時糖化発酵 (ssr)rl叩こおいて次のように検証した｡酢酸緩衝液

(3.0mL,pH5.0)に溶かした加水分解酵素 (133mg)および酵母懸濁液 (0.16mL)を酢酸緩衝

演 (5.OmL,pH5.0)に懸濁させたリグノセルロース (1.33g)に加えた｡酸素を窒素で脱気した

後､35oCで激しく股拝 しながら反応を行なった｡二酸化炭素の発生が止まってから(通常 24

時間)､さらに 24時間反応を続け､- ミセルロースの糖化を完結させたoTable3に､リグ

ノセルロース1.33gのSSFから得られるエタノール､グルコース､キシロースの重畳を示す.

前処理を行なわなかった場合､Cを用いるSSF反応によって､エタノールおよびキシロー

スをそれぞれ 57%および26%の収率で生成 した (Run7)｡EGA-2前処理 したネピアグラスで

は,エタノールおよびキシロースをそれぞれ 80% および 52%の収率で生成 した (Run8)Oこ

のようにEGA前処理は SSFを効果的に進める効果があることを示 している｡CとHの混合

酵素を用いたSSFでは､キシロース収率をわずかに向上させたが､収率は依然 50%程度に留

まっている (Runs9-10)0Figure4には､エタノールおよびキシロース収率を比較 した図を示

す｡

以上のように､EGA-4前処理 したネピアグラス (1.33g)を酢酸緩衝液 (8m⊥)加えた懸

濁液にセルラーゼ (C､67mg)およびキシラナ-ゼ (H､67mg)の混合酵素と酵母培養液 (0.16

mL)を加えた最適条件において､エタノールおよびキシロース収率はそれぞれ 94%および

48%に到達した (Run10)0

Table3･Theeffectsofpre-treatmentonSSFprocessofnaplergraSSa)

Run PTb) Enzym e TssF Product/mg(Yield/%)

(weight/mg)C) /hd) Glucose Xylose EtOH

7 NO C(133) 21-28 13土2(2.4)77土6(26) 122土6(57)

8 EGA-2 C(133) 26-31 16土2(3.0)188土4(52)219士11(80)

9 EGA-2 C(67)十H(67) 30 16土1(3.0)180±5(50)215±10(79)

10 EGA-4 C(67)十H(67) 30 14士1(2.5)173士2(48)259士10(94)

a)TheSSFwasperfTormedfわrtheEGA-treatedandno-treatednapiergrass(1.33g)inbuffer
solution(8mL)usinghydrolyticenzym e(totalamount133mg)andthecellsuspensionof
S.cerevist-ae(0.16mL)at35oC,

b)Pretreatment(PT).NO:no-treatment.EGA-4:theexposureto gaseousammonia
pretreatmentfわr4weeksunderwetconditions.

C)Hydrolyticenzyme･C:Acremozyme,H:Sumizyme･
d)TssFWasSSFreactiontimeuntiltheCO2evolutionCeased.Thereactioncontinuedformore

24haftertheCOつevolutionceased.
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Figure4.TheyieldsofethanoI(blackbar)andxylose(graybar)intheSSFprocess.

3.5アンモニアガス前処理の効果

未処理ネピアグラスとEGA前処理 したネピアグラスにおける物理的な変化を SEMを用いて

検討 した (Figures)oEGA白市処理 したネピアグラスでは､繊維に対する無数の切れ込みが観

察された｡最近､高速原子間力顕微鏡を用いて､cellulose結晶上での 7h'cJ70dem)az-eesel'

ceHobiohydroJaseT酵素の観察を行い､cellulosellI.型結晶において酵素が結晶表面の

側面に沿ってスライ ドして､接近可能な溝の数を celluJoselの場合よりも増や しているこ

とが分かった [23｣｡EGA一前処理によって､酵素がセルロースに接近 しやす くなったと思われ

る｡

リグノセルロースの-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､我々の以前の検討より､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アルカリ前処理が有効でなく､発酵=程を遅くする弊害があるO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 [20]｡ しかし､今回報告 した EGA前処理では､そのような発酵工程での抑制が起

こっていない｡さらに､Al-;hXおよび SAAではアンモニア水音容液を使 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､EGA前処理ではガス状のアンモニアを用いるあため低

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｡
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Figure5･SEM imagesof no-treatednapfergrass(A),EGA-treatednapiergrassunderdry
conditionsfわr1week(B),EGA-treatednaplergraSStlnderwetconditionsfわr2weeks(C)and
4weeks(D).TheSEMimagesweretakenunderthemagnificationof400.

結果として､EG八一前処理は 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｡キシロースは

遺伝子組換え大腸菌 KOllによるペン トース発酵によってエタノールに変換することができ

るL2OJo最近､我々は､E.coll'KOllによるペン トース発酵がほぼ定量的に進行する最適条

件を見出している｡

このようにして､EGA一前処理,混合酵素を用いるSSF､および L:colz'KOllによるペン ト

ース発酵の組み合わせによって､ネピアグラスからバイオエタノールを高効率で生成する方

演 (宮崎大学法,UMmothod)を開発 した｡

UMMethod
･apiergrass 声 垂 ∑ 垂 ≫ 車 重 Ethano･

一 8 1 -
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研究体制 (糖化発酵グループ)

【グループ長】
太田-良

【班員】

保田昌秀

目上 努

【研究協力者】

平成 24年度

津曲 光 (修士2年生)

竹尾圭祐､塘 貴幸､永井駿人 (修士 1年生)

逆瀬川純輝､平田邦- (学部 4年生)

6今後の課長

l)EGA前処理法からKOllペントース発辞までの-貫大量生産

原料を 100gを用いる大量合成プロセスを､アンモニアガス前処理から､SSF,KOllペン

トース発酵までを一貫した系について検討を行 う｡

2)キシロース糖化効率の向上

平成 24年度セルラーゼおよびキシラナ-ゼの混合酵素を用いる糖化反応を行なったが､キ

シロースの収率は60%に留まっている｡SSFにおいては､セルラーゼ単独の収率と変わってい

ない｡そこで､さらにキシロースの収率を向上する検討を行 う｡
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