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１．緒言
　バイオマスからの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。2007 年現在、バ
イオエタノールは、全世界で約 5,000 万 kℓ生産さ
れている。バイオエタノールの原料は、サトウキビ
やテンサイなどの糖質系、トウモロコシや小麦など
のデンプン質系バイオマスが主である（1,2）。糖質・
デンプン質系バイオマスを用いることによりグル
コースが容易に得られ、低コストでエタノール生産
を行うことができる。しかし、世界的に食糧不足が
深刻になりつつあることから、食糧として競合する
糖質・デンプン質系バイオマスをエタノール生産へ
転用することは避けることが望ましい。
　近年、バイオマス資源として、リグノセルロース
系バイオマスを利用する研究が進んでいる。我が国
では年間 2,700 万トンに達する利用可能な木質系バ
イオマスが存在するが、木質系バイオマスは多くの
リグニンを含むため，糖を得るためには硫酸による
高温処理や爆砕などの過激な前処理プロセスが必要
となる（3,4）。これらの処理には、大量に発生する廃
棄物の処理や，硫酸の中和・分離回収等の後処理の

ための大がかりな設備と高い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。
　竹は木質系バイオマスと同程度にセルロースを含
んでおり、比較的成長が早いことから有望なセル
ロース資源といえる。しかし、リグノセルロースか
らのセルロースの加水分解は困難であることは木質
系バイオマスと同様であり（5-7）、竹からのエタノー
ル生産をめざしての糖化の研究は、ほとんど行わ
れていない。近年では、濃硫酸による竹の糖化（8）、
竹粉の微細化による糖化速度の向上（9）、について
の報告が行われているのみである。
　本研究では、陸上栽培植物の中で成長後は食糧と
してほとんど利用されず、エネルギー源としてもあ
まり利用されないが、本州以南、中国、東南アジア
では普遍的に存在する竹の一種であるモウソウチ
ク（図１）を材料として小規模で比較的温和な条件
での糖化発酵をめざして、前処理は加熱処理とアル
カリ処理、それに続いて市販酵素による酵素糖化を
行った。その後、パン酵母によるエタノール発酵を
糖化と並行して行う、効率的なエタノール生産方法
を構築するために必要な竹の前処理と酵素糖化条件
について実験的検討を加えたので報告する。
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Abstract：Our	aim	 is	 to	produce	ethanol	efficiently	by	enzymatic	saccharification	coupled	with	ethanol	 fermentation	using	
bamboo	plant	as	a	biomass.	For	this	purpose,	we	examined	pretreatment	conditions	of	biomass	 for	saccharification.	At	first	
bamboo	plants	were	made	into	chips	and	then	powders.	When	a	distilled	water	with	bamboo	powder	was	60-min	autoclaved	
at	121 ℃,	0.75	M	NaOH-alkalization	treatment	was	performed	at	80 ℃ ,	and	saccharification	was	carried	out	by	0.33	g/ ℓ	
Acremonium	cellulose	at	45	℃ ,	glucose	was	released	at	5.7	g/ℓ	after	96-h	saccharification,	which	corresponded	to	22.8	%	on	
the	basis	of	the	the	bamboo	plant.		When	fermentation	was	carried	out	at	30	℃	following	96-h	saccharification	of	the	pretreated	
bamboo	plant	using	Acremonium	cellulase,	 the	 inhibitory	effect	of	glucose	was	considered	 to	be	reduced	and	ethanol	was	
produced	at	4.2	g/ℓ	after	72-h	fermentation,	which	corresponded	to	50.8	%	yield	on	the	basis	of	the	total	amount	of	bamboo.
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２．実験方法
2.1 前処理
　チップ状のモウソウチク（山梨県産）を家庭用
ミキサーで破砕し粉状にした後、ふるいを用いて
粉径を揃えた竹粉を作成した。竹粉は蒸留水と混
ぜて三角フラスコに入れ、121	℃で 60	分オートク
レーブ処理をした。その後、3,000	rpm で 5 分間遠
心分離して上澄みを廃棄した（加熱処理）。つぎに
この竹粉を 80	℃に加温した 0.75	M 水酸化ナトリ
ウム水溶液中で 60 分間静置し、3000	rpm で 5 分
間遠心分離して上澄みを廃棄した（アルカリ処理）。
その後、0.2	M 酢酸ナトリウム緩衝液（pH=4.8）
で洗浄し、3,000	rpm で 5 分間遠心分離した後で上
澄みを廃棄し 150	℃で 5 時間乾燥させて糖化処理
用の竹粉を作成した。

2.2 酵素糖化
　セルラーゼは、アクレモニウムセルラーゼ（明治
製菓）を用いた。アクレモニウムセルラーゼは、セ
ルロースのβ -1,4- グルコシド結合をランダムに加
水分解するエンドグルカナーゼ活性のみならず、セ
ロビオースやセロオリゴ糖の非還元末端からグル
コース単位に加水分解するβ-D- グルコシダーゼ活
性も高く、本酵素のみでセルロースの糖化を行える
ことが特徴である（10）。典型的な糖化実験では、100	
mℓ三角フラスコに、前処理を行った竹粉 1.5	g を
含む 0.2	M 酢酸緩衝液（pH=4.8）	60	mℓを入れ（25	
g/ℓ）、アクレモニウムセルラーゼを 0.02	g 添加し

（0.33	g/ℓ）、反応温度 45	℃、130	rpm で振とうを
行っている。

2.3 エタノール発酵
　酵母は市販のカネカ生イーストを用いた。酵母を
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10 倍容量の滅菌生理食塩水中に懸濁し、その100	
μℓ	をYPD	寒天培地（20	g/ℓグルコース、20	g/ℓ
ポリペプトン、10	g/ℓ酵母エキス、20	g/ℓ寒天）に
塗布した。その後、30	℃、2日間培養し、コロニー
を得た。事前に 1コロニーをかきとり、前培養培地
で培養後、マイクロチューブ中に酵母液を冷凍保存し
た。酵母液を解凍し、前培養培地 250	mℓに接種し、
120	rpm、30	℃で 2日間振とう培養した。乾燥重量
は、吸光度計で OD660 を測定し、（乾燥重量）=0.25x

（OD660）より算出した（6）。酵素糖化液 100	mℓにパン
酵母 100	mg（乾燥重量）を添加し、密栓フラスコで
130	rpm、30	℃で嫌気発酵させ、一定時間ごとにサ
ンプリングを行い、グルコース濃度、エタノール濃度、
生細胞数の測定を行った。グルコースの定量は、YSI	
BIOCHEMISTRY	ANALYZER		2700 を用い、エタ
ノールの定量は、F- キットエタノール（ロシュ・ダイア
グノスティクス）を用い、各データともに２回測定を行
いその平均値を示した。生細胞数は、YPD 寒天培
地上でのコロニー数を数えることによるプレートカウン
ト法で測定した。

３．実験結果と考察
3.1 酵素糖化の至適 pH
　本実験においてはアクレモニウムセルラーゼの酵素
糖化の進行度を生成グルコース量で代表して示してい
る。pH=4.5-5.0 において最大のグルコース生成量を
示したことから、酵素糖化における至適 pH は 4.5-5.0
と見なせる（図２）。以下の実験においては、pH=4.8
の 0.2	M 酢酸緩衝液中で酵素糖化を行っている。

図１　モウソウチク

図２　酵素糖化における初期 pH の影響
（糖化 72 時間後のグルコース濃度）
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3.2 竹粉サイズの影響
　竹粉のサイズによる酵素糖化の影響を調べたとこ
ろ、本実験の範囲内では竹粉サイズが小さいほど糖
化が進みやすいが、99.9	μ m 以下ではその影響は
ほとんどないことがわかった（図３）。小さなサイ
ズの竹粉は取り扱いが難しくなることから、以下の
実験においては、サイズ径を 75-99.9	μ m に揃えた
竹粉を用いて実験を行っている。

酵素糖化とパン酵母発酵による竹からのエタノール生産

図３　酵素糖化における竹粉サイズの影響

図４ アルカリ処理における水酸化ナトリウム濃度の酵
素糖化に及ぼす影響

図５ アルカリ処理における反応時間・温度の酵素糖化
に及ぼす影響

3.3 前処理の影響
　オートクレーブによる加熱処理とアルカリ処理す
ることにより脱リグニン化を行っている。加熱処理
は、本実験では 121	℃で 60 分とした。アルカリ処
理における水酸化ナトリウム濃度を変えた場合の実
験結果が図４である。この図より、水酸化ナトリウ
ム濃度の上昇に伴い、酵素糖化の進行は速くなる
が、0.75	M 以上ではその差がほとんどないことが
わかった。また、アルカリ処理における反応温度と
反応時間の影響について調べた結果が図５である。
今回の実験範囲内では、反応温度は高いほど、反応
時間は長いほど反応は速く進行するがことが確認で
きた。以下の実験では、アルカリ処理における水酸
化ナトリウム濃度は 0.75	M、反応温度 80	℃、反応
時間 60 分で実験を行っている。

3.4 酵素濃度の影響
　酵素糖化における酵素量の影響について調べた。
酵素濃度を変えて糖化 72 時間後のグルコース濃度
を測定したところ、竹粉 25	g/ℓに対しては、酵素
濃度 0.3	g/ℓ以上では糖化速度にはほとんど差がな
いことがわかった（図６）。

図６　酵素糖化における酵素濃度の影響
（糖化 72 時間後のグルコース濃度）
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あった。
　最大理論エタノール濃度は、１分子のグルコース
から２分子のエタノールが生成するとして、モウソ
ウチクに含まれる遊離可能なすべてのグルコースが
100	%エタノールに変換されると仮定し、グルコー
ス濃度に	2	×（46/180）=	0.51 を掛けた値として
算出される。ゆえに、25	g/ℓのモウソウチクから
生成する理論エタノール濃度の推定値は 6.37	g/ℓ
であり、推定理論収率は 89.4	%である。発酵時に
おけるグルコース濃度は、発酵開始後は急激に下
がり、24 時間以降はほとんどゼロであることから、
発酵過程においては基質供給が律速となっているこ
とがわかる。
　また、発酵 72 時間後に得られた 4.2	g/ℓのエタ
ノール濃度は、上述の糖化 96 時間後の糖化液中の
グルコース濃度から算出される最大理論エタノー
ル濃度の推定値	（2.9	g/ℓ	）よりも高い。一般に
β- グルコシダーゼ活性は高濃度のグルコースに対
しては基質阻害を受けることが知られている（6,12）。
本実験では、エタノール発酵中にグルコースが消
費され、β- グルコシダーゼ活性に対する基質阻害
が解除されたことにより、溶液中のオリゴ糖の加
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、モウソウチク中
の加水分解物であるオリゴ糖が、エタノール発酵
中に残留酵素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。

図７　酵素糖化とエタノール発酵
（96 時間まで酵素糖化を行い、96 時間の時点で酵母を投入して発酵を行っている）

3.5 糖化とエタノール発酵
　糖化開始 96 時間まで酵素糖化を行い、その時点
で糖化液に酵母を投入してエタノール発酵を行った

（図７）。エタノール発酵開始時のグルコース濃度は
5.7	g/ℓであるが、発酵 24 時間後にはほぼ０	g/ℓ
となっている。最大のエタノール生産量は 4.2	g/ℓ
であった。

４．考察
　本研究でバイオマスとして使用するモウソウチク
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せる。モウソウチクの
セルロース含量は季節変動や個体差はあるが、竹
のセルロース含量は 40-45	%、ヘミセルロース含量
は 20-25	%であるとの報告がある（5）。また、ヘミセ
ルロースは各種ペントースから構成されるが、竹の
場合は約 90	%がキシロースであり、グルコースは
数パーセント以下である（11）。したがって竹から得
られるグルコースはほぼセルロース由来と考えてよ
い。セルロースからの最大グルコース濃度は、セル
ロース濃度に 180/162 を掛けた値として算出される
ことから、本研究のモウソウチクのセルロース含量
を 45	%と推定すれば、25	g/ℓのモウソウチクから
生成する最大グルコース濃度の推定値は 12.5	g/ℓ
である。実際には、糖化 96 時間後までのグルコー
ス濃度は 5.7	g/ℓであり、モウソウチクからの収率
は 22.8	%、セルロースからの推定収率は 45.6	%で
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　また、エタノール発酵時においては、糖化処理の
生産物であるグルコース以外の培地成分を加えてい
ないので酵母は死滅していくと考えられるが、発酵
24 時間後でも 93	%、72 時間後でも 25	%の生細胞
数が残存していた。これは、モウソウチクに含まれ
る微量の窒素源が酵母の代謝維持および増殖に影響
しているのかもしれない。

５．結言
　本研究では、モウソウチクを原料として用い、ア
クレモニウムセルラーゼによる糖化反応とパン酵母
によるエタノール発酵を併用した効率的エタノール
生産方法について検討を行っている。バイオマスの
前処理条件については、過激な硫酸法を避け、温和
な条件であるアルカリ処理と酵素法の組み合わせ
についてその反応条件の検討を行った。前処理条
件としては、121	°C で 60 分間の加熱処理、80	°C
で 60 分間の 0.75	M 水酸化ナトリウム中でのアルカ
リ処理、pH=4.8、45	°C でのアクレモニウムセル
ラーゼを用いての糖化が効果的であった。酵素糖化
を 45	°C で 96 時間行った後に，パン酵母を添加し
30	°C でエタノール発酵を行うことにより，糖化反
応とグルコース消費が併行して進み，モウソウチク
からの収率は50.8	％に相当する5.7	g/ℓのエタノー
ル生成が認められた。
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