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　　　　 “「eaimcd 　to　producc　ethan ｛｝l　eHidcndy 　by　cllzymatic 　sa α 〕hari韮cation 　coupled 　with 　ethanol 　fel’mcnta −

　　　 tion　using 　wheat 　bran　as 　a　biomass．　For　this　pllrpose，　we 　cxamincd 　pretreatment　conditions 　of 　bk）mass

　　　 and 　a　combination 　of 　commercia 】ly　availablc 　ellzyme 　I）roduct5 　fc）r　saccharificalion ，　When 　a　3，3％ （w ！v ）

　　　 whe 乱t　bran　suspension 　was 　pretrcatcd　using 　su 庇）critical 　water 　at　l40°G　with 　a　holding　time　ofOh ，fb丑owcd

　　　 by　sacchari 五cadon 　at 　45 °C　using 　a 　rnixture 　of
’
匸 omnlercia 旺

ア
available 　Meisclase （composed 　of 　ccllulase ，

　　　 cellobiasc 〃−glucosidase，　and 　xylanase ）and 　NovozymeC
’］ 188 （composed 　of 　ccilobiase ∠β

一glucosidasc，
α
一

　　　 alnylasc ，乱 nd 　glucoamylase）at　 a　 ratio 　 of 　4　 to　 l　 bア wcight ，　 glucose　 was 　 relcascd 　 at 　l　O．6911，　 which

　　　 correspondcd 　to　gO％ of 　tlle　valueca 亘culatcd 　on 　the 　basis　of 　Lhe　total　amount 　
（）fglucose・based　saccharides

　　　 contained 　in　thc 　wheat 　bran．　On 　the 　other 　hand，丘om 　a　pretreated　33％ （w ！v ）whcat 　bran　suspension ，

　　　 859〆lglucose　was 　prodtl（：ed ，　whicll （：orresponded 　to　only 　72％ of　the　tl〕eorctical 　value
，　owing 　m 　1he

　　　 illhibitory　ef｛bct　ofglucose 　on β
一glucosidase　ac丘vitア

正iowever，　when 侮 rmentadon 　was 　carried 　out 　at　30 °C

　　　 fb】lowing　24−h　saccharifi （：ation （，ftlle　pl
・
etreated 　wheat 　bran　usillgamixmre 　of 　Meisclase　and 　Novozymc  

　　　 188
，
the 　inhibitorアefi

’
ect 　of 　glucose　was 　considered 　to　be　reduced 　and 　as 　a　result ，　aftcr 　21−h　fermentadて）n ，

　　　 ethanol 　was 　produ【：ed 　at　5．2％ （w ！v ），　which 　corrcsponded 　to　88％ of　the　thcoreLical　maximum 　valuc ．

［Keywords ：bioethanol，　en7ymatic 　saccharification ，　cthanol 　fermentation，　wheat 　bran，
subcritical　water 　treatmellt ］

　バ イオ マ ス を原料 とした燃料用 エ タ ノール の 生 産は，

化石資源に 依存しな い 循環型社会 の 構築と温暖化対策と

して の 二 酸 化炭素削減 の 観点か ら，近 い 将来，世界的規

模 で の 生産が期待 さ れ る．2004 年現在，バ イ オ マ ス エ タ

ノール は，全世界で 4100万 kl生産され て い る が，そ の原

料 とな る バ イ オ マ ス の ほ とん どがサ トウキ ビ， トウモ ロ

コ シ，デン プ ン 芋な どの 糖質 ・デン プ ン 質系バ イオマ ス

で あ る 1・2）．糖質 ・デ ン プ ン 質系 バ イオ マ ス を原料 と して

用 い ると，エ タノール 発酵の 原料 であるグル コ
ー

ス を安

価な市販酵素製剤を用 い た糖化反応 に よ り調製で き る の

で，低 コ ス トで エ タ ノール 生産を行う こ とが で きる とい

う利点があ る．しか し，世界的な食糧不足が深刻にな り

つ つ あ る こ とを 考慮す る と，糖質 ・デン プン 質系バ イオ

マ ス の エ タノ
ー

ル 生産 へ の 転用 に は限界があると考え ら

れ る S）．最近，バ イ オ マ ス 資源 と し て，木質系バ イ オ マ

ス を利用する研究が進ん で い る．しか し，木質系バ イオ

マ ス は リグニ ン を多 く含むた め，糖 を効率よ く得るた め

に は，硫酸処理や爆砕な どの過激な前処理プロ セ ス が必

要 不 可欠 で あ る 4・’・）．大量 に発生す る 廃棄物の 処 理や，高

温 。高圧処理 の ため の設備 費および 高ラン ニ ン グコ ス ト

な ど，解決 しな ければな ら な い 多 くの 課題があ る．さ ら

に，木質系バ イオ マ ス資源は広い 地域に分散 して い る た
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めに集荷 コ ス トが無視できな い ．一
方，小麦フ ス マ ，米

糠お よび籾殻などの セ ル ロ ース系バイオマ ス 資源はlll：界

中に存在するが，ほ とん どが未利用資源 として廃棄され

て い る状況 に あ る fi・7）．セ ル ロ ース 系バ イオマ ス はデン プ

ン およびセ ル ロ
ー

ス を多く含むが，リグニ ン 含量が少な

い た め，複数 の糖化酵素 を用 い て糖化反応 を行う こ とに

より，効率よ くグル コ
ース を得る こ とが期待 できる，

　上述 の 背景を考慮して，本研究では．農業廃棄物の セ

ル ロ
ー

ス 系バ イオマ ス の
一

つ である小麦フス マ を原料 と

して，1ぽ販酵素製剤を用 い る糖 化反応 とパ ン酵母による

エ タノ
ー

ル 発酵 を並行 して行 う こ とを原理 とす る，効率

的エ タノ
ー

ル 生産方法の構築の ために必要な小麦フ ス マ

の前処理 お よび市販糖化酵素製剤の 組 み 合せな どの 諸条

件 につ い て実験的検 討を加 えた．

実験方法

　原 料 　バ イ オ マ ス とし て，hard 系品種の 小 麦大

麸 ・小麸 （bran　and 　feed）に，末粉 （皮部が多 く混入 し

た 見栄え の 悪 い 小麦粉 10w　gradc　wheat 　fiour＞を重量

比 23：7で 配 合した小麦フ ス マ （whcat 　bran）を使用 した．

なお，小麦大麸 ・小麸と末粉 の 配合比率は，製粉工 場にお

ける 小麦大麸 ・小麸 と末粉 の 回収率 の 値 を使用 した．

　バ イオ マ ス の成分分析　　小麦人麸 ・小麸お よび末粉

の 成分分析は，日本食品分析 セ ン ターに 委託 した （第

207121157−OO1お よび 2e7121157−〔〕02 号，2008年 01 月

09 日）が，それ ぞれ以
．．
ドに示す方法で 行われた，セ ル

ロ
ー

ス ，ヘ ミセ ル ロ
ー

ス お よび リグニ ン の含有量 は，Van

Soestらの 方法賜 こ準じて測定 された．粗 タ ンパ ク質の 含

有量は，ケル ダ
ー

ル 法に より測定 した 全窒素量か ら算出

された 9）．デ ン プ ン含有量は t 低分子糖を除去後に，グ

ル コ ア ミ ラーゼ 処理 によ り生成 したグル コ ース 量 に，加

水分解反応によ り付加 された水分子を考慮して 0，9 を乗

じて算出された 1°｝．灰分は直接灰化法に より ll），脂質は

酸分解法に より定量され t：　
iE〕，

　酵素活性の測定　　セ ル ラーゼ活性，セ ロ ビ アーゼ活

性，β一グル コ シ ダーゼ 活性，グル コ ア ミラ
ー

ゼ活性，α 一

ア ミ ラーゼ活性お よび キ シ ラナ ーゼ活性は，い ずれ も

45°G ，pH4．J「 〜4．8の条件 で 測定 した．測定は 3〜4 回行

い ，そ の平均値を示 した．この ときの平均値か らの測定

誤差 は最大 で 8．2％ で あ っ た．な お， こ れ ら の 反応条件

は，酵素製剤の 取扱説明書に 記載さ れ て い る反応特性に

関す る デ
ー

タ に 基 づ い て 設定 した．

　 セ ル ラ
ーゼ 活性 の 測定では，ろ紙を 2％ （wfv ）となるよ

うに 50mM ク エ ン 酸ナ ト リウ ム バ ッ フ ァ
ーに懸濁後 酵

素を添加して反応 を行い ，生成還元糖濃度 を定量 した．

セ ロ ビ ア
ーゼ 活性 の 測定で は，7．5　mM セ ロ ビ オ

ー
ス 水
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溶液に酵素を添加して反応を行い，生成 グル コ ース濃度

を定量 した．β一グル コ シ ダーゼ活性の 測定に お い ては，

7．5　mMP 一ニ トロ フ ェ ニ ルー1？一グル コ シ ド （p−NPG ）水溶

液を基質として 用 い ，生成 したク
ーニ トロ フ ェ ノール （p−

NP ）濃度を定暈：した．グル コ ア ミラーゼ活性お よび α
一

ア ミ ラーゼ活性は，それ ぞれ糖化力分別定量キ ッ トお よ

び α一ア ミラーゼ測定 キ ッ ト （キ ッ コ ーマ ン ）を用 い て決

定した，キ シ ラナーゼ活性の測定で は 0．5％ （w ！v ）キ シ ラ

ン 水溶液を基質 として用 い ，反応 によ り生成した還元糖

の濃度 を定量 した．なお，各酵素活性 1U は pH4 ．5 〜

4．8，45°C で 　1分間 に 1μmol の 生成物が 生 じる の に 必

要な酵素量と定義した，

　糖お よびエ タ ノール の 定量法　 全糖濃度は フ ェ ノー

ル ・硫酸法により 1／S），還元糖濃度は ソモ ギ ・ネル ソ ン法

によ り14〕，またグル コ ース濃度はグル コ ース GII一テ ス b
ワ コ

ー
（和光純薬工業） を用 い て定量 した，測定は 2 〜

4 回行い ，そ の平均値を求めた．グル コ ース 濃度，還元

糖濃度および全糖濃度 の 平均値か らの 測定誤差は，それ

ぞれ最大 2．5％，13％お よび 15％ で あ っ た，エ タ ノール

濃度は，ア ル コ
ー

ル デヒ ドロ ゲ ナ
ー

ゼ を 用 い た酵素定量

法によ り求めた 15）．

　バ イ オ マ ス の 前処理　　小麦フ ス マ の前処理方法とし

て，煮沸処理 （boiling），酸処理 （acid 　treatment ），水

熱処 理 （subcritical 　water 　treatment ）お よび粉砕処 理

缶ne 　grinding）を検討した．煮沸処理 はオートク レープ

（SX−500， トミー精工 ）を用 い て 100〜 130°C，10分問

処理 の 条件で行 っ た，酸処理 の場合は，オートク レープ

を用 い て 0．2 〜 1％ （v ！v ）希硫酸水溶液中，100°G，10分

間処理 の 条件 で行 っ た．水熱処理 は，誘導撹拌式オー 1・

ク レープユ ニ ッ ト（LG，東洋高圧）を用 い て 14Q〜200°C，

保持時間 0〜2時間 の条件で 行 っ た．な お ，こ こ に 示 す保

持時間は，装置内の温度が設定温度 に到達後の 保温時間

を示す．したが っ て，実際の処理 に要する時間は，こ の

保持時間に約2時間の昇温時間および 0．5時間 の 冷却時間

を加 算した時間 とみなす こ とが で き る．粉砕処理は，も

み殻成形機フ ォ
ー

ミル （GMG −200RD ，北川鉄 」．：所），も

み殻擂潰装置 ミル クル ・ミニ （GMG −150D，北川鉄」L所）

または卓上遠心粉砕機 （レ ッ チ社）を用 い て 行 っ た．未

処理 また は前処理小麦フ ス マ を，30 容量 の 50mM クエ

ン 酸ナ トリウム バ ッ フ ァ
ー （pH4 ．8）中に懸濁 し，45°C

で 24時間振蘯後に ろ過を行い ，上清を得た．得られた上

清 中 に 含まれ る 全糖，還元糖およびグル コ
ー

ス を定量 し

た．

　 な お，本研究 を通 して，小麦 フ ス マ 量は乾燥重量 で 表

記 する．

　 市販糖化酵素製剤による糖化反応　　糖化酵素製剤 と
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して 1
セ ル ラ

ーゼ製品 として市販 されて い る Mciselase

（明治製菓），Gellulase　A 　
’‘
Amano ”

（ア マ ノ エ ン ザイム）

お よび セ ロ ビ ア
ーゼ 製 品 と し て 市販 さ れ て い る

NovozyInc   188 （シ グマ ア ル ドリッ チジ ャ パ ン ）を使用

した．酵素量は，Meiselascお よ び Clellulase　A‘
“Amano ’

で は乾燥粉末重量 で NovozymemP 　188で は 溶液重量 で表

した，まず1 市販セ ル ラ
ーゼ製品で ある MeiseLag．　e お よび

Ce 】lulase　A “Amano ”
を用 い て，小麦フ ス マ 前処理条件の

糖化反応に 及 ぼす影響に つ い て 検討 した．30 容量の 50

mM クエ ン 酸ナ トリウム バ ッ フ ァ
ー （pH　4．8）に懸濁 し

た未処理または前処理小麦フ ス マ （3．3％ （w ！v ））に，小

麦フ ス マ の乾燥重量の 1％量 の市販セ ル ラ
ーゼ製剤を添

加し，恒温振盪培養機 （タイテ ッ ク）を用 い て 130 　strokes ！

min ，45℃ で 24時間，反応を行 っ た．次 に．　 Novozymc  

188 の 添加効果を，上記 と同 じ条件で 検討し た が ，こ の

場合の酵素製剤の 添加量 は，小麦フ ス マ の 乾燥重量の

025 ％ 量 （Mciselase あ る い は Cellulase　A 　
“Amano ”

の 1／4

量）とした，い ずれ の場合も反応後に反応液 をろ過 し，

得 られた上清中の全糖，還元 糖およびグル コ ース濃度を

定量した．

　酵母 と前培養方法　　酵母 と して ，市販 の カ ネカ 生

イ
ース ト （カネカ ）を用 い た．まず，カネカ生イース ト

を 10容量 の生埋食塩水中に懸濁後，YPD 寒天培地 （2％

（WIV ）グル コ ース，2％ （W ！V ）ポ リベ ブ トン，1％ （WIV ）酵

母エ キ ス，2％ （w ！v ）寒天）に 植菌 した．得 られた コ ロ

ニ ーを 1白金耳採取し，250　ml 前培養液 （05 ％ （w ！v ）硫

酸二水素カ リウ ム，0．2％ （w 〆v ）硫酸ア ン モ ニ ウム ，〔〕．04

％ （w 〆v）硫酸マ グネシ ウ ム ・七 水和物，2％ （、、／v）酵母エ

キス，5％ （w ！v ）グ ル コ ース，pH 　4）を含む rコ00　ml 坂 ロ

フ ラス コ に植菌 し，120s匸rokes ！min ，30°C で，　 OD660の

値が 2前後に な る ま で振盪培養した．こ の ように して得

られた前培養液 1001nlを5000　xg で le分間遠心分離 し，

酵母菌体 （乾燥重 量 ；約 50mg ）を回収 した．

・小裹フ ス マ の酵素糖化を伴うエ タ ノール発酵　　3容量

の 水 に小麦 フ ス マ を加 え，140°G，Oh 水熱処理 した小麦

フ ス マ 懸濁液 50g を 1001nl三角フ ラ ス コ に加 え，4N

HGI を用 い て pH を 4．2に 調整 し た．こ の 小麦 フ ス マ 懸濁

液に．原料の 小麦フ ス マ 乾燥重量の O．0125，0．025，0．05，

0．1，または 1％ 量 の Mciselaseと，そ れ ぞ れ，そ の Y4量 の

Novozyme   188 を添加 し，130　strokesfmin ，45 °C で糖

化反応 を 開始 した ，24時間反応後に，前培養で 得ら れ た

酵母 50mg （乾燥重量）を植菌し，130　strokesfinin ，30°C

の 条件で振蘯 し なが ら，エ タ ノ
ー

ル 発酵を開始 した．培

養液を経時的 に サ ン プ リン グし，培 養上清中の グル コ
ー

ス 濃度，エ タ ノ
ー

ル濃度お よび生 菌率を測定し た．な お，

上記 の 実験で基質 として使用 した小麦 フ ス マ 溶液 は，多
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量 の微粒固形物を含むため に，菌体数の 測定を行う こ と

は で きなか っ た．そ こ で，エ タ ノール 発酵中の 菌体増殖

量 に つ い て知見を得る た め に，小麦フ ス マ 懸濁液を 1％

量の Meisclasc とそ の 1！4 量の Novoz アme
  188を添加し，

45°G で 24時間糖化反応を行 っ た．得 られた酵素糖化懸

濁液の 遠心 分離 （4°G，8，000　rpm ．20分 間）上清 50　ml

に パ ン酵母50mg （乾燥重量）を加え，エ タ ノール 発酵

を行 っ た ，21 時間発酵後の菌体懸濁液の 濁度 （ODti60）

を測定 し，予め求め て お い た濁度 と乾燥菌体の 関係 （乾

燥菌体濃度 （g11nl）＝＝O．252　x （ODsee））力斗ら，乾燥菌体

重量を推定した．なお，酵素糖化液上清中の初期グ ル コ ー

ス濃度は709〃で あ っ た．

　酵母の 生菌率の測定　　エ タ ノール 発酵中の 酵母の生

菌率をCot らの方法 1fi〕で測定し た．すなわ ち，サ ン プリ

ン グした 培養液を生理食塩水で 適当に希釈後に，酵 母懸

濁液 と同量の 0．3 エnM メ チ レ ン ブ ル ー溶液 （68　mM クエ

ン 酸ナ ト リウ ム バ ッ フ ァ
ー，pH 　5．5）を添加 し，5 分間

室温で イン キ ュ ベ ーシ ョ ン後，細胞計数盤に注入した．

生菌数 （青く染色されて い な い 菌体）および死菌数 （青

く染色された菌体）を それぞれカウ ン トし，生菌率を算出

した．

　糖化反応に及ぼすグル コ
ース の 阻害の影響　　0〜llO

rnM グル コ ース を含む 0．25〜 2mMP −NPG 溶液を用 い

て，β一グル コ シ ダーゼ に よ る糖化反応に 及ぼす グル コ ー

ス の 阻害の 影響を調べ た．

実験結果お よび考察

　バ イオ マ ス の成分分析　　小麦フ ス マ の 成分分析の結

果を
「
Pable　lに 示す．小麦大麸 ・小麸に は，末粉 と比 べ て

セ ル ロ ース とヘ ミセ ル ロ ース がそれ ぞれ約 17倍および

24倍多 く含まれ て い た．一
方，末粉に は小麦大麸 ・小麸

の約 4 倍の デン プ ン が含まれて い た，本研究で バ イ オ マ

ス として使用する小麦フ ス マ に含まれ る全糖量 は デン プ

ン，セ ル ロ ース お よび ヘ ミセ ル ロ ース の合計量とみなす

こ とが で きる の で，使用 した小麦フ ス マ 1g （乾燥重量）

あた り 497　mg と算出され る．小麦フ ス マ に含まれる還

元 糖量 はデ ン プ ン お よび セ ル ロ ース の 合計量 とみなす こ

とが で き る の で 小麦フス マ lg あた り324mg 含まれる

こ とに な る．一
方，遊離可能なグル コ ース 量は，還元糖

量 と同様にデ ン プ ン お よび セ ル ロ ース の合計量 とみなす

こ と が で きる が．加水分解反応 に よ る グ ル コ ース 生成時

の水の付加を考慮する と，小麦フ ス マ 1g あ た り356　mg

と算 出された， こ れ らの 全糖量，還 元 糖量 お よ び遊離 口丁

能なグル コ
ー

ス 量 を，それ ぞれ の 理論値 とみな し，以降

の 計算に使用 した ．

　市 販糖化酵素製剤の酵素活1生　　本研究で使用した 市
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Table　l．　Colnp 〔，neIlt 　and 　cornposition 　ofwhcat 　bran．

Component 　　Bran　and 　feed　　　　　　　Low −grade　whe 飢 正lour　　　
rR

〕tal　content 　ofwheat 　brana
（9〆1009 −bran・and 　feed）　 （911009−bw −gradc　wl ・cat 且our ）　 （9〆1009 −whcat 　bran）

AshGrude

　f…lt

Grudc　prOlein

LigllinStarchGelluloseIlemicelllllose

4．94

．12

．82

．715

．68

．622

．3

】．Ol

．32

．9

＜0．258

．90

，50

．9

4，03

．42

．82

．125

，76

．717

．3

The　content 　of 　each 　co 實uponent 　was 　cxpr
’
essed 　as 　g　Per　lOO −g　drアbiomass・

uThc
　tota1 ⊂ontent 　of 　wheaL 　bran　was 　calcula しed 　by　surn1 皿 ing　the 〔：ontents 　contained 　in　bral〕1feed　and 　low−grade

wheat 　fl・ur 　aτ a 蝋 i・ r）f2S ：7　by　weighL ．

’
」］able 　2，　EnzyII1（］s　und 　thcir　specific 　activity 　containcd 　in　lllree 　comIIlcrcially 　available 　enz アme 　producしs　used 　in　this
　 　 work ．

Enzvme
　 Meiselase

（U ！mg −powcler）

Gcllulase　A 　
CEAmano”

　（U ！mg −P ・ wder ）

NovozVIIIe 　l　88

（U ！mg −liquid）

GeLlulaseCc

里】obiase

β一Glucosidase

Glucoam
｝
，lase

v・−Am ア1ase

Xylanase

〔〕．910

．2

　 1『1

く 0．01

く O，elO

．L5

0，080

．140

，080

．050

，390

．13

oO

．J「50

．650

．9

 ．24

く O、Ol

販糖化酵素製剤の Meiselasc，　Gcllulase　A
“AIIlano”お よび

Novo ∠ymc
  188には，複数 の酵素が含まれて い る．そ こ

で ，これ らの酵素製剤中の セ ル ラーゼ活性，セ ロ ビ ア
ー

ゼ活性，β一グル コ シダーゼ 活性，グル コ ア ミラ
ーゼ活性，

α
一ア ミ ラーゼ活性および キ シ ラナーゼ活性を測定 した．

Table　2に それ ぞ れ の 酵素製剤 1mg あた りの 比活性 を示

す．Mcisclaseはセル ロ ース および ヘ ミセ ル ロ
ース の 糖化

に 必 要な セ ル ラーゼ活性．β一グル コ シ ダーゼ 活性および

キ シ ラナーゼ活性が比較的高い こ とがわか る．特 にβ一グ

ル コ シ ダーゼ 活性は使用 した 3 酵素製剤の 中で 最 も高

い ．Ccllulasc　A “
Amano

”
には，セ ロ ビ ア

ーゼ 活性および

キ シ ラナーゼ活性に 加え て，比較的高い α
一ア ミラ

ーゼ 活

性お よびグル コ ア ミ ラ
ーゼ 活性 が含 まれ て い る．また

NTovozymen　188は，セ ロ ビア ーゼ f6一グル コ シ ダーゼ活

性 に 加え，著 しく高 い グル コ ア ミ ラ
ーゼ活性 と α

一ア ミ

ラ
ーゼ活性 を有 して い る，

　種々 の前処理 条件に より遊離する全糖 ， 還元糖および

グル コース量の 比較 　　
’
llible　3 に 種 々 の 条件で 前処理

を行 っ た 3．3％ （w ！v ）小麦フ ス マ 懸濁液の ⊥清に 含 まれ る

全糖量 還元糖量 お よ びグル コ ース 量 を比較 した結果 を

示 す．こ こ で，遊離した全糖，還元糖およびグル コ ー
ス

量 の 値は，それ ぞれ全糖量 の 理論値 （497 　mg ！g一小麦フ

ス マ ），還元糖量 の 理論値 （324mg ！g一小麦フ ス マ ）お よ

び遊 離可能な グル コ ー
ス 量 の 理論値 （356mg ！g一小麦フ

ス マ ）に対す る％で表 した．未処埋 の 場合は全糖の 12％

が遊離 したが，還元糖お よびグル コ ース の遊離量はきわ

め て 低 い 値で あ っ た．煮沸処理は全糖の遊離 に対 して は

若干の効果がみ られた．粉砕処理で は全糖の遊離に対し

て はほとん ど効果がみ られな か っ た が，還元糖お よ び グ

ル コ
ー

ス の 遊離量が，未処理 の 場 合 と比較 して増加した．

　酸処理 に お い て は，O．5％ お よび 1％ （v！v）希硫酸溶液 を

用 い た場合 に．全糖お よ び還元糖の遊離量が未処理 の場

合 と比較して 顕著に増加 した．1％ （vfv ）希硫酸溶液を用

い た場合に は全塘は 69％遊離 したが，還元糖の 遊離は 41

％ で あ っ た．一一一
方，水熱処理で は遊離全糖量 の顕著な増

加 が み られた．170°qO 〜2h または 200 °C ，Oh の条件

で は，90％ある い は それ以上 の 全糖が遊離し た が 遊離

還元糖量は酸処理の場合よ りも低 い 結果 とな っ た，以 L

の 結果か ら，水熱処理 は，主 と し て 小麦 フ ス マ か ら物理

的 に セ ル ロ
ー

ス およびデン プ ン を遊離する作用を有す る

が，酸処理 は 予想さ れ る ように 加水分解作用を有す る こ

とが 示唆され る，
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Table　3．　Ef琵cts   FpreLreatnlent　on 　the　release 　of 　total　sugar ，　reducing 　sugar ，　and 　glucose・

Yieldsa（％）
Pretreatrnenし Ptetreatment　condl しiOl｝ s

Totul　sugall 　 Red ” cing 　sugar 　　 Glucose

Nontreatement

Boiling

Fine　grind量n 琴

Acid　treatmentb

Subcritical　water 　treatme 且t

三〇〇
°G

，
10m 三n

I20°G，10miIl

130°C，　IO　min

MILLKURUminl 　GMG −150D

FormiU　GMG ・200RD

Centrifugal　grinding　m …11

0．2％ （v！v ）H2sa ，

0．5％ （vJv ＞｝luSO4

1．0％ （v〆v＞HESO4

140°C，Oh

140°C：，111

140°G，2h

l70°G ，Oh

l70°C，［h

l70°C，2h

2〔10°G ，Oh

200°
（】，1h

200°C，2h

242835494933597280511221113662358998216222545121585914623　

　

　

　

1i1234

　

　

　

112

4111736446113131611

・The 　yiclds　of 　total 　suga ら reduciIlg 　suga ら and 　glllcose　were 　cakula 芝ed 　on 　the　basis　of 　the 　t〔）tal （
・
｛mtem 　of 　star 〔h

，

ce 【転losc，　and 　hem三cdllllose （49711191g−wheat 　bran），　thc　total　col1 ‘cn しof 　starch 　and 　celfulose （S24　mg ／g
−
wheat 　bran），

and 　the　tota］　content 　of
−
staTch 　alld 　celllllose （356　mg ！g−whe 且t　b［

・
an ），　which 　takes　the　am 〔》unt 　of “

・ater 　added 　as　a　rcsult

o 「hydr   1＞
・sis　into　conSideration ，　in　wlleat 　braI1，　respec 匸重vel ｝ 

bThe
　acid 　treatment 、、

・as 〔arried 　out 　at　1｛｝OD（〕∬or 　I　O　min ．

　種々 の前処理条件が酵素糖化に及ぼす影響　　種 々 の

条件で 前処理 した 3．3％ （wfv ）小麦フ ス マ 懸濁液 を，市

販セ ル ラ ーゼ製剤で あ る Meig．　elase お よ び Cellulase　A
“Anlano”

を用い て pH4 ．8，45°C で 24時問糖化反応を行

い ，遊離した 全糖量，還 元 糖量 お よびグル コ ース 量 の 比

較を行 っ た．煮沸処理また は粉砕処理 した小麦 フ ス マ を

用い た場合は い ずれ の酵素製剤を用 い て も，遊離全糖

量，還元糖量および グル コ
ー

ス 量は未処理 の 小麦 フ ス マ

を用い た場合 と同程度であ っ た （data　not 　shown ）．一

方，酸処理小麦フ ス マ を用 い た場合には，い ずれ の セ ル

ラ
ーゼ 製剤 を用 い て も，未 処埋 フ ス マ を用 い た結果 と比

較 して遊離還 元糖 量 お よび グ ル コ ース 量 は増加 した

（TabLc　4）．硫酸濃度が増加する に伴 い ，全糖 お よび還元

糖の遊離量 は増加 し，1％（vfv ）希硫酸処理 の 条件 で は，

そ れ ぞ れ理論値の 80％ あ る い は そ れ 以 上 に達 した．一・

方 t 水熱処理小麦 フ ス マ を用 い た場合は 140’C，0〜2h

の 前処理条件 で は，い ずれ の 酵素製剤を用 い た 場合 で も，

未処理フ ス マ を用 い た結果 と比較 して，全糖の 遊離量は

顕著に増加 した．しか し，還元糖お よ び グル コ ース の遊

離量 は，Mciselase を用 い た場合 に は効果がみ られなか っ

たが，Ccllulase　A
“Amano ”

を用 い た場合には顕著に増加

した．また，小麦フ ス マ の 水熱処理時間は，糖 の遊離に

ほ とん ど影響を及ぼさなか っ た．な お ，170°

（】，0〜2h

の条件で水熱処理 した小麦フ ス マ を糖化した場合，遊離

全糖量 は理論値の ほぼ 100 ％ で あ っ た が，遊離還元糖お

よびグル コ
ー

ス 量は 14〔｝ec ，0〜2h 水熱処理 した小麦フ

ス マ を糖化 した場合と同程度か 若干低 い 結果 とな っ た

（data　not 　shown ）．また 200° C，0〜2h 水熱処理 した小

麦フ ス マ の 糖化反応 に お い ては，遊離全糖量，還元糖量

およびグル コ
ー

ス 量 の 収率 は 140°C，0〜2h 水熱処理 し

た小 麦フ ス マ を用 い た糖化反応で得 られた結果 よ りも低

い 値を示 した （data　not 　shown ）．全糖，還元糖お よびグ

ル コ ース の 遊離量 と省エ ネ ル ギーの観点か ら総合的に判

断す ると，検 討した水熱処理条件 の 中では 140ec，　 Oh 処

理が最適で ある と考え られ る．し か し，上述したように，

この 条件に お い て も Cellulase　A ‘Amano ”
で 処理 した時

の 遊 離グル コ
ー

ス 量は，理論値 （356mg ！g一小麦フ ス マ ）

の 55％ にすぎなか っ た．
「
1琶b［e2 に示 すよ うに，　 Cellulase

A 　
“Arnano”は，比較的高い α一ア ミラーゼ活性お よび グル

コ ア ミラ
ーゼ 活性 を有する もの の t セ ル ラ

ーゼ 活性 およ
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Tabte　4，　 F．ffects　of 　prctrcatments　and 　cnzymatic 　hydrolysis　using 　Meiselase　and 　Gel］u ］ase　A
“AII】ano

”
on 　thc　release 　of 　total　sugar ，

　　reducing 　sugar ，　and 　giucose．

Pretreatmcrlt
Prctrcatr工lent

COI1 〔｛iしions

Gorrmlerciallv
available 　enzVIIIe

prQduct

Yields”（％）

「R ）tal　sugar 　　Redllcing　sugar 　　 Gtucose

Nontreatment

A ｛：id　treatnlenth 0．2％ （、L／v）H2SO4 ，

（1．5％ （v！v）HpS（，・i，

1．0％ 〔、ゾv）H2SO ，，

Subcritical　water 　treatment 　　 140°G，　O　h

140°C，1h

140°G ，2h

Meisela5e

Cellu［usc　A　“Amano ”

MeiselとLse　　　
1

〔：eUulaseA   、皿 ano
”

Mcisclasc

Cellulase　A ‘tinlano，｝

Meiselase

GeiLulase　A 　
5‘Amano コ，

＿Xdeiselase

Ge1］ulase 　A
‘
Ama η o

”

Me ．Lselase

Gelhllasc　A
‘
 へlnano

”

Meisetase

Ce］lulase　A “Amano ”

07364

亠

6

9一

璽

rO4

・

878979

ρ
09798510087100

28
ρ
0024

亠

4499h4

亠

6788

〔｝

37

且

793

9柚
尸
02627

13378279905

】

122222151150r

コ

3
ド
」

Enzymadc 　saccharification 　was 　carricd 　out 　at45
°C　aIld 　pH　4・8 丘）r　24　h，　usiJlgPre しrea しed 　3．3％ （w ！v）whea しbr己n　suspeIlsion ．

z

　1
’
he　yields  負 otal 　sugar ，　reducing 　sugar ，三md 　glucose　were 　calculated 　olubebasis   fthe　totalcontent 　ofstarch ，　cellul 〔，se，　and 　hemi・

cellulose （497　mg ！g−wllea しbran＞，　the　l．olal 　comell1 〔，fstar【・h　arld 〔：cl沁1（｝se （324　mg ！g−wheaL 　bran），　and 　the　1‘）1al　c〔，rltent 　ofs τarch 　and

cellulose （356　mg ！g−wheat 　bran），　whi 〔lh 　tukes†the　amol 川 t　of 　water 　added 　as　a　result 　o £ hydr〔〕lysis　into　consideration ，　contained 　in
wheaL 　bran，　respectively ．
bThe 　acid 　treatmen 毛was 　cと亀rried 　out 　at 　100°C　for　10m 三n ．

び β
一グ ル コ シ ダーゼ活性は，Meis．　eLase と比較する と低

い ．し たが っ て，Cellulase　A 　
“．inlano”を用 い た糖化反応

で得 られた遊離グル コ ー
ス 量が理論値よ りも低い 理由と

し て，本酵素製剤中に含まれ る セ ル ラ
ーゼ活性 お よ びβ一

グ ル コ シ ダ ーゼ活性が 低 い こ とが 考 え ら れ る．一
方

Meiselaseは比較的高い セ ル ラーゼ活性，セ ロ ビア ーゼ 1

β一グル コ シ ダーゼ活性お よび キ シ ラ ナ ーゼ活性を有する

が，グル コ ア ミ ラーゼ活性お よび α
・ア ミ ラーゼ活性は著

し く低 い ．したが っ て，グ ル コ ア ミラ ーゼ活性お よ び α一

ア ミ ラーゼがほ とんど含まれ て い な い た め に，
「
ILable　4に

示すように Meiselaseで 糖化反応を行 っ た時の 遊離グル

コ ース量が，Cclhl】asc　A “Amano ”
で糖化 した場合よ りも

著し く低 くな っ た もの と考え られ る．一
方，NovozyineCpt

188 は，Table　2 か らわ か る よ うに，比較的高い セ ロ ビ

ア ーゼ 1β一グル コ シ ダ
ー

ゼ活性お よび きわめて高 い グル

コ ア ミ ラーゼ 活性 を示す．し たが っ て ，グル コ
ー

ス を高

収率で得る た め に は，複数の 市販酵素製剤を併用する こ

とに よ り不足 して い る 酵素成分を補 うこ とが，よ り効果

的である と予測 される． ド記では，複数 の 糖化酵素製剤

を 用 い る こ とに よ る遊離 グル コ ース 量 に 及ぼす影響つ い

て 検討した．

　 糖化酵素製剤の併用 に よる糖化反応　　1％ （V ！V ）希硫

酸処理 または 140 °G ，Oh 水熱処理 した 3．3％ （w ！v）小麦 フ

ス マ 懸濁液を基質 とし，Meiselase，　 Cellulase　A
“Alnano”

およびNovozyme 馴 88 の 3種類 の 酵素製剤の 中の 2種類

または 3 種類 の 酵素製剤 を併用 して糖化反応 を行 っ た，

反応 溶液中，セ ル ラ ーゼ 製剤で あ る Mcisclase お よ び

Cellulase　A ‘’AInano”は，実験方法 の 箇所で 示 した よ う

に，小麦フ ス マ 乾燥重量 の L％ で あ る O．033 ％ （w ！v ），セ

ロ ビ アーゼ製剤で あ る Novozyme   188は小麦フ ス マ 乾

燥重量 の 0．25％ の O．00S3％ （w ！v ）となる ように添加 した．

結果をFig．1 に 示す．酸処理お よ び水熱処理の い ずれの

前処埋条件に お い て も，遊離グル コ ース 量は，Meiselase

お よび Novozymept 　l　88 の 2 種類あ る い は Cellulasc　A
［‘Amuno ”

，　Meiselaseお よ び Novozyme   188の 3種類の 酵

素製剤 を併用す る こ とに よ り，単独酵素製剤を用 い た場

合 と比較して増加した．特に 140°C，Oh 水熱処理 した小

麦 フ ス マ を用 い ，Meiselase と Novozym 岬 188 を併用 し

た場合 に は，検討 した条件中で 最大の 田，6g μの グル コ ー

ス 量 （理論値 の お よそ 90％）が遊難 した．以 ドの 実験 で

は 140 °C，Oh 水熱処理 した小麦 フ ス マ を Meiselase お よ

び Novozyme ”
　188 の 2種類の酵素製剤を併用 して 糖化反

応 を行っ た．

　酵素糖化を伴うエ タ ノ
ー

ル 発酵　　まず，140 °C，Oh
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Fig，　L　　Effects  f　a　coll ユhination　of 　colnmerciall ア
ava 丑ablc 　en −

　　xアlne 　pllodu⊂ts　on 　the　relcase 　ofglucose 　during　sacchari 角ca一

　　極on ．　As　山 e　commercii ・　lly　availablc 　enzymc 　products，
　　Meiselase，　Cdlu 】ase 　A “Ainnno”，　and 　Novozyme ’J

　l88　werc

　　 used ．　A 　suspension 　containin93 ．3％ （w 〆v）whe 飢 bran　was

　　subjccted 　to　sllbcritical 　water 　lreatment 　at 　l40
°G 　fbr　O　h　or

　　 l9，（v ！v ）sulfurk 　acid 　trcutmcnt 　at　lOOoG 　for　I　O　mir 玉，　foElowcd

　　by　en7ymatic 　saccharification 飢 45°G　and 　pH 　4．8　f［）r　24　h，
　　usi ・・g　 either 　fw   ・ r　thn’ce 　 cDnm ・eユ

1cially
　available 　en 乙yme

　　products　or 　single 　enzyme 　producc　as　a　control ．
「
1
’
he　yield　of

’

　　giucose　was 　cxpressed 　as 　the　reht 童ve 　percentage　of 　the

　　al皿 oullt 　of 　glucosc　prQduced　to　the　total　contcnt 　of 　starch

　　and 　ccllulose 　c〔｝ntajncd 　in　wheat 　bran　（356　皿 g〆g−wheat
　　bran），　which 　takes　the　amount 　of 　waLer 　added 　as　a　result 　or

　　hydrolysis　in【o　considerat 孟on ．　Ba1．s ： 口，subcritical 　water

　　且reamlent 　at　l40°C 　fbr　Oh ；■ 」 ％ （v！v ＞H2SO4 　treu1　menl 　at

　 　 lOOOG恥 r 互OmiIl．

●

8　　　　 16　　　　24　　　　32　　　　40　　　　48
　　 Sacchari価eation （h）

一 一

　 　 　 　 　 　 〇　　 　 8　 　　 16　 　 24

　 　 　 　 　 　 Ethano且fermentation（血）

Fig．2．　 Tinle　courses 　of 　cnz アmatic 　s．accharifi ⊂atioll　and 　cthand

　　fermenta吐量on 　by　baker’s　yeast　using 　33％ （w 〆v）whea 重hran
　　suspensi 〔〕n，　pretreated　by　subcritical 　 water 　treatrnent 　at

　　14  ゜Cfer　O　h．　Saccharifsぐution 　ofthe 　pretreatcd　whcat 　bran

　　 suspension 　was 　carried 　eut 　at　45
°C 〜md 　at　pH 　4．2　fc）r　24　h，

　 　 followc〔l　bv　addi 宣ion　of 、
・east 　cells　to 　s厭 rl　 cしhano｝fermenla−

　　tion　at　30°G　and 　at　pH 　4．2．　For　the　saccha1
・ification，　Meise−

　　1ase　and 　Novozアmes
／188　werc 　used 　at　a　ra 且b 　of　4　to　l　by

　　weight ．　 Thc 　 Meisclasc　 conce η tratめ ns 　 wcre 　 O、33％ （w 〆v ）

　　（⊂），● ），0，0．g　t3％ （w 〆v）（◇，◆ ），0．Ol7％ （w ！v）（匚1，瞑 ），0．0083％

　　（w ！v ＞（▽ ，▼ ），and 　O．0041 ％ （w ！v ）（△，△ ）．ThefUled 　and 　open

　　symbols 　represent 　t｝1e 　glucose　and 　ethanol 　concentrations ，
　　 rcspccrive 正）

’・

の条件 で水熱処理 した 33％ （w ！v）小麦 フ ス マ 懸濁液に，

Mciselaseお よび Novozyme   188 を添加 して糖化反応を

開姶 した．反応液 の pH は，　 Meisclaseお よびNovozym ♂

188 それぞれ に含まれ る セ ル ラ
ーゼ お よび β一グ ル コ シ

ダーゼの至適 pH の実測値である 4．2 （data　not 　 shoWn ）

に 調整 した．糖化反応 に 用 い た Meisclaseの 濃度 は，小麦

フ ス マ 乾燥重量 の 】％ で あ る O．33％ （w ／v ）に加 えて ，

0．〔｝33，
0．Ol7

，
0．0083，0．004 正％ （w ！v ）とし た．また，

Novozymee 　l　88 の添加量は，い ずれ の場合 もMeiselase

添加量の 114量 と し た，酵素製剤の濃度を変化させ て糖

化反応を行 っ た結果をFig．2 に 示す．酵素濃度の増加 に

伴い，遊離 グル コ ース の生成速度は顕著に増加 した が，

反応 24 時間後の グル コ ース 濃度は，最 も低 い 酵素濃度

（O．0041％ （wfv ））の結果 （△ ）を除い て，ほぼ 85　g！tに

達 した．しか し，こ の 値 は，遊離 ・丁能な グル コ ース 量 の

理論値の 72％ に過ぎな い ．こ の ように，理論値よ りも低

い 理 由 とし て ，糖化反応 に 関 与す る 酵素群中の β一グル コ

シ ダーゼ活性が，反応牛成物の グ ル コ ース に よ り阻害を

受け る こ とが 考 え ら れた．そ こ で，Now ）z アm ♂ 188に 含

まれ るβ
一グル コ シ ダーゼ の グル コ

ー
ス に よる阻害 の 影響

に っ い て 調べ た ．種 々 の グル コ ース濃度 の 存在下 ℃
’
．p−

NPG 濃度と反応初速度を測定 し，　 L −B プ ロ ヅ トを行う こ

とに より，阻害形式は拮抗 阻害で あ り，阻害定数 KI はお

よそ 10mM （L8　gの で あ る こ とが分か っ た （data　not

shown ）．こ の値は，文献値KI ＝3 〜14111M とほ ぼ同程

度であ る17・TS｝．また，多 くの 糸状菌由来 β
一グル コ シ ダ

ー

ゼにおけるグル コ ース に よる阻害形式は拮抗阻害である

こ とが知ら れ て い る 1s）．そ こで ，糖化反応開始 24時間後

に パ ン 酵母 を糖化液に添加 し，エ タ ノール発酵 を開始 し

た ．Fig．2に 示す よ うに，発酵 21 時間後に は，どの 酵素

濃度の 条件で も約 52　gflの エ タ ノール が生成 した．こ の

エ タ ノール 濃度は，最大理論エ タ ノール濃度の 88％ に 相

当する値である．な お，最大理論エ タ ノール濃度は，基

質の 小麦フ ス マ に含まれ る遊離可能なすべ て の グル コ ー

ス が 10〔｝％ エ タ ノール に変換される と仮定した時に得ら

れ る値，すな わ ちグル コ ース濃度に 2x （46f180）＝ O．51

を掛けた値 として 算出した．また，発酵21 時間後に得ら

れた約 52　gftの エ タ ノール濃度は， ヒ述の糖化反応開始

24 時問後の糖化液中の グル コ ース濃度か ら算出 さ れ る

最大理論エ タ ノール 濃度 （43　gfl）よ りも高い ，こ の理由

として，エ タ ノール 発酵 中に グル コ ース が消費され，β一

グル コ シ ダーゼ活性に対する 阻害が解除された結果，溶

液中の セ ロ オ リゴ 糖 の 加水分解が促進 され，よ り多 くの

グル コ ース が生成 した こ とが 考え られ る．さ ら に，小麦

フ ス マ 中に 残留 して い る デ ン プ ン ．セ ル ロ ース や そ れ ら

の 部 分加水分解物 であるオ リゴ 糖が，エ タ ノ
ー

ル 発酵中

に，酵素反応 に よ り グル コ ース に変換 さ れ る こ とに よ る

増加 も考え られ る．Fig．2 か らわ か る よ うに．グ ル コ ー

ス の 全量 はエ タ ノ
ー

ル 発酵中に 消費され て い る の で，最

大理論 エ タ ノ
ール濃度の 約 12％ に 相 当す るグル コ

ー
ス

量 が ，酵母 の 菌体増殖お よび維持代謝に使用 さ れ た こ と

になる．また，エ タノ
ー

ル 発酵中の 生菌率を測定した と
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こ ろ，発酵 21時間後で もお よそ 90％ の 生菌率を保持して

い た．これ は，小麦フ ス マ 中に酵母の代謝維持お よ び増

殖 に対 して必要な窒素量が十分含まれて い るためである

と考えられ る tg20 ｝．

　酵素糖化液上清を用 い た場合の 21 時間発酵後の エ タ

ノール濃度は 42　gfl，また増殖酵母量 は 156　mg （乾燥重

量） で あ っ た．得 られ たエ タ ノ ール 濃 度が上述 の 酵素糖

化 懸濁液を用い た場合 の 5291は りも低 い が，その 理 由

としては，発酵前に小麦フ ス マ を除去して い る ため に遊

離可能な グル コ
ー

ス が上記 の 実験 よりも少なか っ た こと

が考え られ る．グル コ ース はすべ て消費されて い た の で

グル コ
ー

ス 重量基準の 菌体収率は O．156f （50xO ，07）＝

O．04r） （g一乾燥酵母 ！g一グル コ ース） と算出された．こ の

菌体収率 の 値は，δner の デン プ ン を用 い た好気的条件下

での エ タノール発酵 における菌体収率 0．063 （g一乾燥酵

母 〆g・グル コ ース ）2n よ りも着干低 い 値で あ っ た．

要 約

　小麦 フ ス マ を原料 として用い ，市販酵素製剤 による糖

化反応 と酵母に よ る エ タ ノール発酵を併用 した効率的エ

タノ
ー

ル生産方法の構築 の ために必要なバ イオマ ス の 前

処理条件お よび糖化 の ための酵素の組み合わせな どの検

討を行 っ た，糖化反応条件 として は，小麦 フ ス マ を 140 °C

で 保持時間 Oh の条件 ドで 水熱処 理 を行 い ，反応温度

45°G で Meiselaseおよび Novozyme ¢’188の 2種類 の 酵素

製剤を用 い て糖化す ることが，グル コース 生成に対 して

最 も効果的で あ る こ とがわか っ た．t3．3％ （w 〆v ）の 水熱処

理小麦 フ ス マ か ら理論値 の 90％ に相 当する グル コ
ース

が生成した．しか し，33％ （w 〆v ）の 水熱処理 小麦 フ ス マ

を用い た場合に は，理論値の 72％の グル コ
ー

ス しか生成

しなか っ た．この 理由として ，反応生成物であるグル コ
ー

ス の β一グル コ シ ダーゼ に 対す る 阻害 の 影響が考 えられ

た．しか し，酵素糖化を 45℃ で 24 時間行 っ た後に，酵

母 を添加 し30DCで エ タ ノール 発酵を行 う と1 糖化反応 と

グル コ ース消費が併行して起 こ るために阻害効果が緩和

され，その結果 理 論値の 88％ に 相当する約5．2％ （w ！v ）

の エ タノール が生成 した，
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