
TUMSAT-OACIS Repository - Tokyo

University of Marine Science and Technology

(東京海洋大学)

水圏酵母の発酵による未利用バイオマスからの効率
的エタノール生産に関する研究

言語: eng

出版者: 

公開日: 2014-06-23

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 小原, 信夫

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

https://oacis.repo.nii.ac.jp/records/1004URL



博士学位論文 

 

 
水圏酵母の発酵による未利用バイオマスか

らの効率的エタノール生産に関する研究 
 

 

 

平成 25 年度 

（2014 年 3 月） 

 

 

東京海洋大学大学院 

海洋科学技術研究科 

応用環境システム学専攻 

 

小 原 信 夫 
 

 



 
 

2

目  次 

第1章   緒 論 

1-1 背景                                           p.7 

1-2 クリーンエネルギー                                   p.9 

1-3 原油価格高騰回避のための石油代替エネルギーの開発     p.10 

1-4 本論文の目的                                         p.12 

第 2 章         都市バイオマスの前処理・糖化条件の検討 

2-1 緒言                                                 p.15 

2-2 原料                                                 p.16 

2-3 方法 

  2-3-1 ビール粕の前処理・糖化工程                         p.18 

  2-3-2 茶殻の前処理・糖化工程                             p.19 

2-3-3 シュレッダー紙の前処理・糖化工程                   p.20 

2-4 結果 

2-4-1 ビール粕                                          p.21 

2-4-2 茶殻                                              p.24 

2-4-3 シュレッダー裁断紙                    p.29 

2-5 考察                                                  p.31 

第 3 章            シュレッダー裁断紙糖化液の発酵 

3-1 酵母と培養条件 

 3-1-1 エタノール発酵微生物の選定                        p.33 

3-1-2 酵母培養                                          p.33 

3-2 エタノール発酵 

3-2-1 糖化液の静置発酵                                  p.35 



 
 

3

3-2-2 糖化液の攪拌発酵                                  p.35 

3-2-3 固定化酵母を用いた連続発酵                        p.36 

3-2-4 固定化酵母の調製                                  p.36 

3-2-5 固定化酵母の調製時に及ぼすアルギン酸濃度の影響    p.37 

3-2-6 固定化ビーズの酵母とアルギン酸溶液量の検討        p.38 

3-2-7 固定化酵母による連続エタノール発酵                  p.38 

3-2-8 気化エタノール回収システムの構築                  p.39 

3-3 結果 

3-3-1 静置発酵におけるエタノール濃度の経時変化          p.40 

3-3-2 撹拌醗酵におけるエタノール濃度の経時変化          p.41 

3-3-3 固定化ビーズ酵母とアルギン酸溶液量におけるエタノール生

成量の影響                                        p.42 

3-3-4 シュレッダー紙糖化液 270 g/L を使用した固定化酵母による

連続エタノール発酵                                p.44 

3-3-5 ETS 内エタノール量と回収率                        p.47 

3-4 考察                                                      p.48 

 

第 4 章       ワカメ芯茎部とシュレッダー紙の混合原料 

の発酵によるバイオエタノール生産 

4-1 緒言                                                      p.51 

4-2 原料の前処理・糖化 

4-2-1 前処理方法                                        p.53 

4-2-2 糖化方法                                          p.53 

4 -3 発酵方法 



 
 

4

4-3-1 シュレッダー裁断紙とワカメ芯茎部の混合糖化液のエタノー

ル発酵                                            p.54 

4-3-2 酵母発酵方法                                      p.55 

4-4 糖化液の混合比の検討 

4-4-1 酵母培養と発酵方法                                p.56 

4-5 Jar Fermentor によるスケールアップ発酵(3000mL) 

4-5-1 酵母培養と発酵方法                                p.57 

4-6 ETS(Ethanol Trap System) 

4-6-1 ETS の製作                                        p.58 

4-7 蒸留 

4-7-1 蒸留方法                                          p.59 

4-8 結果 

4-8-1 ワカメ芯茎部の前処理条件が糖化後のグルコース生成量に及

ぼす影響                                          p.59 

4-8-2 シュレッダー裁断紙糖化液とワカメ芯茎部糖化液の濃縮混合

糖化液のエタノール発酵における経時変化            p.60 

4-8-3 3,000 mL 発酵のエタノール生成量の経時変化          p.64 

4-8-4 ETS によるエタノール回収量の比較                  p.65 

4-8-5 3,000mL発酵液の蒸留                 p.66 

4-9 考察                                                      p.66 

 

第 5 章              総 括 

5-1 結論                                                     p.70 

5-2 展望                                                     p.71 
 



 
 

5

参考文献                                                        p.72 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

6

 
 
第 1 章 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

緒   論 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

7

本研究は、水圏酵母を用いて様々な未利用バイオマスを発酵させて、効率的

なバイオエタノール生産を行うための技術開発を目的とする。本章では研究の

背景とその目的・意義を述べる。 

 

1-1 背景 

世界規模での産業振興による化石燃料の消費急増は、大気炭酸ガス濃度の急

上昇による地球環境の温暖化をもたらした。Fig. 1-1 に地球温暖化の例として､

「世界の年平均気温差」を示す。1980 年の年平均気温を基準とすると,1980 年以

前はマイナスを示す。逆に 1980 年以降はプラスに転じている。これは地球が温

暖化へ進行していることを意味する。地球温暖化対策として、クリーンでエコ

なエネルギーを生産し活用して行こうとする機運が、世界的に高まっている。

そこで、再生産可能でカーボンニュートラルなエネルギーとして、バイオマス

を原料として発酵生産されるバイオエタノールが注目されている。1997 年 12 月

に採択された京都議定書により､先進国を中心に二酸化炭素やメタン､一酸化二

窒素､代替フロン等ガス(HFC､PFC､SF6)といった温室効果ガス排出量の削減目

標が議決された｡日本でも、議定書に基づくさまざまな対策が実施され、温室効

果ガス排出量削減に対する政策が精力的に行われているが、削減効果の高い代

替輸送用燃料の開発は遅れている。しかし、石油価格の高騰等によるエネルギ

ーセキュリティ問題が社会生活に打撃を与えていることから、自動車代替燃料

の開発が急務となってきている。中でも、バイオマスエネルギーは化石燃料に

代わる新エネルギーとして注目されている１）。バイオマスとは、牧草や木材、菜

種油など生物由来の資源の総称である２）。京都議定書の枠組みでは、バイオマス

の燃焼により発生する CO2 は、排出量にカウントしないとしている。石油･石炭

などの化石資源が数億年に渡り地球上で蓄積した炭素を多く含むのに対して､
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植物バイオマス由来の炭素は光合成により大気中の CO2 を取り込み、植物体を

構成するため､エネルギーに際し燃焼によりCO2を発生させてもカーボンニュー

トラルとなりえるため、地球温暖化には影響がないとされている｡世界的にはブ

ラジルとアメリカが、穀物由来代替燃料としてバイオエタノールを大量生産し、

自動車燃料として実用化している。穀物原料としてサトウキビやトウモロコシ

が中心となっているが、これらは食糧と競合するため穀物価格の世界的高騰の

原因になっている。また、アメリカでは 2012 年の大干ばつが原因とした穀物の

不作により、トウモロコシのバイオ燃料への変換が難しくなり、穀物原料は天

候に左右されることが明らかになった。そこで穀物原料ではなく、次世代バイ

オ燃料の原料として、セルロース系バイオマス及びそれらの未利用バイオマス

を利用したバイオエタノール生産に対する注目が集まっている 3）。次世代バイオ

マスは、循環型社会を構築する上でも、極めて重要な役割を果たすと期待され

る 4）。なお、バイオエタノール生産がもたらす意義を、以下の 1-2～1-4 で補足

する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 1-1 世界の年平均気温差  
出典：米国海洋大気庁気候データセンターの GHCN（Global Historical 

Climatology Network）データ 
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1-2 クリーンエネルギー 

地球温暖化対策として期待されているエネルギーとして、クリーンエネルギ

ーが挙げられる。これは再生可能エネルギー、すなわち自然エネルギーを活用

することで、CO2 の発生を抑制することである。その中でも発電と代替輸送燃料

が期待されているエネルギー源である。現在、世界的には発電に目が向けられ

ており、太陽光発電、水力発電 5）、地熱発電、風力発電等が代表的なクリーンエ

ネルギーである。これらはいずれ発電方法における多様化の代表例となるだろ

う。現在、大規模太陽光発電所（メガ・ソーラー）の建設が急ピッチで世界各

地に進んでいるが、太陽光発電は日中のみに充電可能であり、また発電量が天

候に左右される。地熱発電は発電量が保たれ、またその発電技術は日本がトッ

プであることから、期待されている。しかし設置場所が国立公園や温泉地に近

いことから普及に時間を要する。風力発電は風車から発する低周波によって、

人体に悪影響を及ぼす。これらのことからクリーンエネルギーにおける発電は

まだ多くの課題が残されている。このような新しい技術で発電された電気は電

気事業者に買い取られている。そして買い取り料金は、消費者の電力料金に上

乗せされており、社会全体で負担する形となっている。このようにクリーンエ

ネルギーである発電は、国の後押しにより成り立っている。一方、もう 1 つの

クリーンエネルギーである代替輸送燃料は主にバイオエタノール、バイオディ

ーゼル及び燃料電池が挙げられる。バイオディーゼルは、原料として油脂を含

む菜種等の農作物から作られており、ヨーロッパで主に代替輸送燃料として認

知されつつあるが、アメリカではあまり浸透していない。それはトウモロコシ

由来のバイオエタノールが既に流通しているからである。燃料電池は原料が酸

素と水素であり、酸素は大気中から摂取している。水素は工業的に化石燃料や

水の電気分解から水素を抽出している。日本では世界に先がけて、燃料電池車
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を販売することになっているが、燃料電池の課題として水素を販売できる社会

インフラが未整備であるので、次世代の燃料と言える。 

上記の情勢を背景にして、筆者はすでに実用化されている代替輸送燃料とし

てバイオエタノールに注目した。バイオエタノールの歴史は、ヘンリー・フォ

ードが開発した 1919 年製 T 型フォードにまでさかのぼる。本格的なバイオエタ

ノール生産は 1970 年代のオイルショックの祭、ガソリンの代替燃料として、サ

トウキビ由来のアルコールでガソリンに添加した。バイオエタノールの主な生

産国はブラジルとアメリカであり、この 2 国で全世界の約 7 割のバイオエタノ

ールを生産している。アメリカは主に国内で消費し、ブラジルのバイオエタノ

ールは、基幹輸出商品となっている。このようにバイオエタノールはすでに実

用化されているので、日本で生産し消費できれば、クリーンエネルギーの普及

に貢献し、地球温暖化対策の 1 つに成りえると考える。 

 

1-3 原油価格高騰回避のための石油代替エネルギーの開発 

 バイオエタノールは、1973 年の第 1 次オイルショックによる原油価格の高騰

を契機に、原油由来のガソリン代替燃料として注目をされるようになった。Fig. 

1-2 に 1970 年～2013 年までの原油価格の推移を示す。1970 年代に 2 回のオイル

ショックがあり、原油の調達が難しくなった時期があり、価格が上昇している。

2000 年代に入りイラク戦争勃発を皮切りに、原油価格は大きく上昇している。

そして、2011 年度における化石エネルギー中東依存度は 83.6％にも達する 6）。

しかし、歴史的にも中東情勢は不安定となりやすく、地政学的リスクも加味さ

れ、輸入価格高騰に拍車をかけている。また、アジア、南米、中東など新興地

域での需要増加が確実視されていることも加味すると、中東からの輸入に依存

している日本はその依存度の減少に努力し、 石油代替エネルギーの開発が必要
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と考える。日本のエネルギー資源はほとんどを輸入に依存しているので、国民

生活に大きな影響を与える原油価格高騰は、ガソリンや電気料金等の生活全般

に影響を及ぼす。原油輸入価格が上昇すると、企業の収益や家計が影響を受け

ることが知られている。 

さらに近年、産業革命・IT 革命に続くシェール革命が話題となっている。ア

メリカにおける地下の地層から天然ガスが採掘されている。これはアメリカで

の石油由来エネルギー選択枝が多元化することを意味し、天然ガスを利用した

自動車の開発が急ピッチで進行している。天然ガスはガソリンより CO2 排出量

が少ないとされ、地球温暖化防止にも貢献する。事実日本でも公共バスで天然

ガスを燃料としている。原油価格上昇により、ガソリン価格高騰を回避するた

めにも、消費者に代替燃料の選択枝を拡大することが重要な課題と考える。 

 

 
Fig. 1-2 原油価格の推移  

出典：石油連盟「今日の石油産業 2013 年」 

以上述べてきたように、石油資源及び代替エネルギー資源の乏しい日本にと

って、温暖化対策及びガソリン代替燃料の開発は、エネルギーセキュリテｨー上、
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最重要課題であると考える。特に食料と競合しない輸送用バイオ燃料の開発が

強く望まれており、そのために日本独自の方法でエタノールを生産することが

必要であると考える。日本は諸外国と違い、糖質系及びデンプン系の農産物は

豊富ではないため、日本でエタノール生産できる安価な原料として、未利用セ

ルロース系バイオマス、特に廃棄系原料及び食品製造残渣の利用が重要課題で

あると結論される 7）。 

 

1-4  本論文の目的 

本研究での目的は未利用セルロース系バイオマスから効率的バイオエタノー

ル生産技術の確立にある。すなわち、①セルロールを主成分とする高分子を前

処理・糖化することで、グルコースを主成分とする低分子が生成される。②低

分子を酵母により発酵することでバイオエタノールが生産される。③バイオエ

タノールを含有する発酵液を蒸留することで精製エタノールが生産される。本

研究では①、②、③の技術開発を行い、従来報告のある原料の前処理・糖化工

程 8, 9)、および低コスト生産条件 10)を再検討し、さらに海洋酵母を用いて、より

高効率なバイオエタノール生産を行うことを目的とする。 

さらに筆者の研究室では、2012年度よりより文部科学省による東北マリンサ

イエンス拠点形成事業（新たな産業の創成につながる技術開発として、「三陸産

ワカメ芯茎部の効率的バイオエタノール変換技術開発と被災地復興への活用法

の提案」の課題研究が開始された。筆者も研究員として本事業に参加している。 

本事業は被災地における新産業を創出し、東北地方沿岸域の復興支援への貢

献を期待している。本研究室では、三陸地方の特産であるワカメに着目し、現

状では海洋投棄しているワカメの芯茎部を未利用バイオマスと捉えて、原料と

して有効利用することで、効率的なバイオエタノール生産を計画している。本
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事業には筆者も参加することになり、本論文の第 4 章では東北マリンサイエン

ス拠点形成事業の成果を筆者の論文に組み込んだ研究を記述する。 
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2-1 緒言 

世界的にバイオエタノール生産に関心が寄せられている。アメリカでコーン、

ブラジルではサトウキビがバイオエタノールの原料として使用されている 11)。

サトウキビ、トウモロコシは第一世代のバイオエタノール原料と言われ、加工

コストが比較的安いため、エタノール生産技術がすでに確立されている。コー

ンの主成分はデンプンであり、アミラーゼで容易にグルコースに変換される。

サトウキビは絞ることで、グルコースやフルクトースが抽出できる。従って、

この 2 つの農作物は発酵微生物により容易にエタノールを生成できる。しかし、

本来食糧である穀物等を利用したエタノール生産は世界の食糧供給との競合、

原料生産のために熱帯雨林伐採・開拓などの環境問題へ与える影響も懸念され

ている。一方、日本ではエタノール生産原料として使用するための専用作物は

生産されていない。そこで、日本でバイオエタノールを生産する場合、セルロ

ース系バイオマスを利用することが望まれている 12)。セルロース原料として木

質系バイオマスと草本系バイオマスがあり、中でも廃材木や稲わらが注目され

ている。しかし、セルロースにはリグニンやペクチンなどの高粘性物質及び難

分解物質が強固に結合しており、それらの除去にコストがかかることから、今

なお研究段階となっている。そこで、これらの物質が比較的容易に除去できる

草本系バイオマスの中で、一定量を確保できる食品製造残渣及び都市バイオマ

スの古紙に注目した 13, 14)。 

本章では、バイオエタノール原料としてビール粕、茶殻、シュレッダー裁断紙

を選択した。飲料メーカーより発生する茶殻やビール粕は堆肥及び家畜飼料と

して再加工されている。しかし堆肥の製造には広い敷地を必要とし、また家畜

飼料としては、家畜の増肉係数が穀物飼料より低いことが報告されている。と

ころで、本学の品川駅周辺は都内でも有数のオフィス街であり、各ビルでは毎
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日大量の茶殻やシュレッダー裁断紙が発生している。こうしたオフィス街の廃

棄物や食品製造の副産物である茶殻やビール粕を利用することはゴミの削減と

エコ燃料として利用―引いてはCO2削減による地球温暖化の緩和が期待される。

さらに、世界のビール生産量は増加傾向にあること、ビール粕は粒径が小さく、

操作性にすぐれていること等いくつもの優位性を有する素材である。 

上記原料のエタノール発酵に必要な前処理及び糖化条件について検討する。

セルロース系バイオマスはサトウキビと異なり、発酵のための前処理工程（複

雑に絡みあう高分子成分を解して低分子化する工程）と糖化工程（多糖を単糖

化する工程）を必要とする。従来法によるこれらの工程は高エネルギー、高コ

ストであるため、筆者は省エネルギー、省コスト化するための、最適な工程条

件を検討する。 

 

2-2 原料 

ビール粕 

ビール粕（モルトフィード）はビール製造過程で発生する副産物（絞り粕）

である。主に畜産用配合飼料の原料として使用されているが、その他では肥料、

活性炭、土壌改良材としての利用法がある。山口畜産会の調査では、ビール粕

を含む家畜用配合飼料を与えた乳牛からの牛乳は、乳質が低下し不快臭が残る。

また、ビール粕は変質し易く、家畜飼料にすると給与量の半数が未消化であり、

品質（栄養）不均一であるため牛の発育不良を誘因するとしている。そこで、

最近ではビール粕のより高次な利用法も検討されている。サッポロビールでは、

パン工場で発生するパン残渣とビール粕の混合原料からメタン及び水素ガスを

生成する試験を行っているなど、新たな利用法の開発が必須である。本章で使

用したビール粕はサッポロビール（株）から提供された。ビール粕はほぼ麦芽
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の形状を維持し、乾燥状態で約 5 mm の大きさ、無味無臭であった。 

茶殻 

緑茶は飲料製造会社の主力商品である。緑茶の原料は茶葉であり、製造段階

で多く廃棄されるのが茶殻であり、ビール粕と同様その多くは畜産飼料として

利用されている。その他の有効利用法として封筒やベンチを作っている。しか

し茶殻の渋み成分タンニンが原因で、家畜が好んで食せず増肉不良となる傾向

があり、家畜用配合飼料として適しているとは言い難い。本章では、茶殻は東

京海洋大学生協食堂より譲渡された。通常茶殻は営業時間の終了と同時に生ゴ

ミとして廃棄されるが、大学生協は週 5 日間営業しているので、年間廃棄量は

かなりの量になる。採集した茶殻は水分を除くため、乾燥器で一晩乾燥してか

ら、前処理・糖化実験に使用した。 

シュレッダー裁断紙 

官公庁・企業のオフィス・病院・学校等では、毎日大量の機密書類が取り扱

われ、会議等で使用後は廃棄されることも多い。廃棄紙は秘密保持のために、

シュレッダーにかけられて細かく裁断される。シュレッダー裁断紙はゴミとし

て収集され、1 部がトイレットペーパーやティッシュになるが、多くは溶解され

廃棄されている。シュレッダー裁断紙はセルロース繊維が細かく粉砕され過ぎ

ているため、再生紙として使用することが不可能である場合が多い。エタノー

ル原料に利用する際には、セルロース繊維が微細化されているため、原料の前

処理工程の省力化に繋がる利点がある。使用したシュレッダー裁断紙は、本学

の各研究室から調達した。裁断された紙の種類はほぼコピー用紙が主流であり、

紙の形状は短冊状・大きさ約 4 mm×40 mm であった。 
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2-3 方法 

2-3-1 ビール粕の前処理・糖化工程 

ビール粕は草本系バイオマスであり、セルロースにリグニンが結合している。

リグニンは難分解性で原料化できず、セルロースの糖化阻害、糖化物の発酵阻

害となる。従って、セルロースの酵素糖化の前にリグニンを除去する処理 15,16)

が必要となり、これを前処理工程と称する。前処理工程を施した原料内のセル

ロースに酵素セルラーゼを適用して低分子化し、グルコース等の単糖を生産す

る工程を糖化工程と称する。 

ビール粕の前処理・糖化工程の第一段階では、製紙産業で実用化されている

クラフトパルプ製法を利用した。クラフトパルプ製法とは木材のパルプを水酸

化ナトリウムまたは硫化ナトリウムと共に蒸解釜で水と圧力と熱を加えて、繊

維の中のリグニンが溶出させ、繊維間結合を解除する方法である。前処理行程

として、乾燥したビール粕 3 g と 0.4%～1.0% 水酸化ナトリウム水溶液 100 mL

をビーカーに入れて、常温で 1 h 攪拌浸漬した。次に糖化工程では、冷却後水酸

化ナトリウム(10 M)で pH4.6 に調整して、セルラーゼ (Genencor GC-220 450 U)

を添加して、マグネテック・ホットスターラー（AS ONE, REXIM RSH-1DR）を

用いて 50℃, 48 h 攪拌糖化を行った。生成したグルコース濃度は酵素キット

（ROSH, F-kit glucose）にて定量した。 

第二段階では、ビール粕(3 g)を最適水酸化ナトリウム濃度(0.8%)で処理し乾燥

させた後、ビーカー中で硫酸(0.4～1.0%) 100 mL と混合した。そして混合液を高

温高圧処理（121℃、60 min）した。次に糖化工程では、冷却後、pH4.6 に調整

して、セルラーゼ(450 U)を添加して、50℃、48 h で攪拌糖化を行った。 

第三段階では、水酸化ナトリウム＋硫酸で前処理したビール粕と硫酸のみで

前処理したビール粕からのグルコース生成量の影響を検討した。ビール粕(3 g)
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を第ニ段階前処理の最適条件である水酸化ナトリウム(0.8%)100 mL 中で常温, 1 

h 攪拌浸漬した。乾燥後に硫酸(1.0%)100 mL と混合して高温高圧処理した。また、

対照として、ビール粕(3 g)を硫酸(3.0%)100 mL と混合して高温高圧処理した。

前処理した各試料は冷却後、pH4.6 に調整して、セルラーゼ(450 U)を添加して、

50℃、48 h で攪拌糖化を行った。 

 

2-3-2 茶殻の前処理・糖化工程 

 調達した茶殻は水分を多く含んでいるので、乾燥器で 80℃、24 h 乾燥させ、

石臼を用いて乾燥茶殻を粉砕した。乾燥粉砕試料の前処理工程にて、沸騰加熱

処理、冷凍解凍処理、超音波処理を取り入れて、茶殻の高分子繊維間の会合解

除を促進させた。さらに糖化工程にて、減圧酵素含浸処理を用いてセルロース

間にセルラーゼを浸透させて、酵素反応を促進させた。以下、①～④の方法に

て検討した。 

① 加熱処理の影響を検討した。乾燥粉砕茶殻 3 g を蒸留水 100 mL と混合し､沸

騰加熱 30 min の処理を行った。冷却後 pH4.6 に調整してセルラーゼ(450 U)
を添加し、50℃, 48 h の糖化を行った。対照として、茶殻 3 g を蒸留水 100 mL
と混合した後、加熱処理は除いて、セルラーゼによる糖化工程を行った。 

② 冷凍解凍処理の影響を検討した。乾燥粉砕茶殻 3 g を蒸留水 100 mL と混合し

て、-10℃, 12 h の冷凍処理を行った後、室温まで解凍した。pH4.6 に調整し

てセルラーゼ(450 U)を添加し、50℃, 48 h の糖化を行った。対照として、茶

殻 3 g を蒸留水 100 mL と混合した後、冷凍解凍処理は除いて、セルラーゼに

よる糖化工程を行った。 
③ 超音波処理と減圧酵素含浸処理を検討した。乾燥粉砕茶殻 3 g を蒸留水 100 

mL と混合して、20 kHz, 5 min の超音波（TAITEC  超音波ホモジナイザー 

VP-300）処理を行った。超音波処理された茶殻 3 g の酵素減圧含浸法は、茶

殻 3 g と蒸留水を 3 方コック付きの 500 mL フラスコに入れ、真空ポンプで

減圧を行い、マグネテック・ホットスターラーにて 50℃、1 h 恒温攪拌した。

1 h 以降は常圧に戻し pH4.6 に調整して、セルラーゼで（450 U）による 50℃, 
48 h の糖化を行った。対照として、超音波処理を除いた前処理・糖化工程を

行った。 
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④  超音波処理＋減圧酵素含浸処理と希硫酸＋高温高圧処理の比較を検討した。

乾燥粉砕茶殻 3g を蒸留水 100 mL と混合して、12 h 冷凍処理し、20 kHz, 5 min
の超音波処理を行った。処理試料と蒸留水を 3 方コック付きの 500 mL フラ

スコに入れ、真空ポンプで減圧を行い、マグネテック・ホットスターラーに

て 50℃、1 h 恒温攪拌した。1 h 以降は常圧に戻し pH4.6 に調整して、セルラ

ーゼ（450 U）による 50℃, 48 h の糖化を行った。比較対照として、乾燥粉砕

茶殻 3 g を 3.0%希硫酸 100 mL と混合して、高温高圧処理(121℃、60 min)を
行った。冷却液を pH4.6 に調整し、セルラーゼ（450 U）による 50℃, 48 h の

糖化を行った。 

 

2-3-3 シュレッダー裁断紙の前処理・糖化工程 

本研究で使用したシュレッダー裁断紙は、ほぼコピー用紙であった。コピー用

紙などの上質紙はパルプ原料から紙を生産する際、パルプ内のタンパク質、リ

グニン及びペクチンはほとんど除去されている。そのためシュレッダー裁断紙

の前処理工程では、加熱・冷凍解凍・超音波処理は行う必要が無いと考えた。

ここでは、前処理工程で希硫酸＋高温高圧処理と、無処理（非硫酸）法を比較

した。また、裁断紙はリグニンやペクチンは除去されているが、代わりにデン

プンが繊維強固のために使用されている。酵素糖化にはセルラーゼと共にアミ

ラーゼ処理も併用した。 

最初に、シュレッダー裁断紙 3 g を蒸留水に 30 min 浸漬し、セルロース繊維を

柔らかくした。その後フードプロセッサー（FMI 社 Robot Coupe R3-1500 ）で

粗粉砕した。粉砕試料を硫酸(3%)100 mL と混合して、高温高圧処理（121℃、60 

min）を行った。処理液を冷却後、pH4.6 に調整した。セルラーゼ（900 U）とα

-アミラーゼ(天野エンザイム、490 U)を添加し、50℃, 48 h で糖化を行った。対

照である非硫酸処理では、シュレッダー裁断紙 3 g をフードプロセッサーで粗粉

砕した後に、糖化工程を行った。 
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2-4 結果 

2-4-1 ビール粕 

Fig. 2-1 にビール粕からのグルコース生成に及ぼす水酸化ナトリウム濃度の影

響を示す。水酸化ナトリウム処理により、ビール粕のリグニンを除去すること

で、高分子セルロースから単糖グルコースの生成を促進していると考えられ、

水酸化ナトリウム(0.8%)でグルコースが最大生成量 0.23 g を示した。従って、最

適な水酸化ナトリウム濃度は 0.8%として、以後の実験を行った。 

 
Fig. 2-1 ビール粕からのグルコース生成に及ぼす水酸化ナトリウム濃度の影響 

原料：   ビール粕 3 g 
前処理条件：0.4～1.0% 水酸化ナトリウム水溶液 100 mL, 室温, 1 h 
糖化条件 ：セルラーゼ 450 U, pH4.6, 50℃, 48 h（撹拌） 
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Fig. 2-2 ビール粕からのグルコース生成に及ぼす硫酸濃度の影響を示す。硫酸

(1%)でグルコース最大生成量 0.99 g を示した。硫酸濃度 0.4～1%ではセルロース

の分解が不十分であり、硫酸濃度 2-3%ではグルコースが過分解したと考えられ

た。 

 

 
Fig. 2-2 ビール粕からのグルコース生成に及ぼす硫酸濃度の影響 

 
原料：   ビール粕 3 g 
前処理条件：0.8% 水酸化ナトリウム水溶液 100 mL, 室温、1 h 

        乾燥後、0.4～3.0% 硫酸 100 mL, 121℃, 1 h 
糖化条件 ：セルラーゼ 450 U, pH4.6, 50℃, 48 h（撹拌） 
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Fig. 2-3 にビール粕からのグルコース生成量に及ぼす水酸化ナトリウム＋硫酸

処理と硫酸処理の比較を示す。ビール粕を水酸化ナトリウム(0.8%)処理した後、

硫酸(1%)で高温高圧処理した後に酵素糖化を行った際のグルコース生成量は

0.99 g であった（グラフ左）。 一方、硫酸(3%)高温高圧処理した後に酵素糖化

を行った際のグルコース生成量は 0.84 g であった（グラフ右）。従って、水酸

化ナトリウム処理でリグニンを除去した後の希硫酸処理は、効率的な糖化を促

進する効果があることがわかった。 
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Fig. 2-3 ビール粕からのグルコース生成量に及ぼす水酸化ナトリウム＋ 

硫酸処理と硫酸処理の比較、誤差棒は３例の標準偏差値 
       

原料：   ビール粕 3 g 
前処理条件（グラフ左）： 

0.8% 水酸化ナトリウム水溶液 100 mL 
室温, 1 h 

                  乾燥後、1.0% 硫酸 100 mL, 121℃, 1 h 
           （グラフ右）： 

3.0% 硫酸 100 mL, 121℃, 1 h 
糖化条件 ：セルラーゼ 450 U, pH4.6, 50℃, 48 h（撹拌） 

 
2-4-2 茶殻 

Fig. 2-4 に茶殻の加熱処理・非処理によるグルコース生成量の比較を示す。茶

殻は加熱処理（グラフ右）と非加熱処理（グラフ左）にて、グルコース生成量

は 0.15 g と 0.14 g となり、加熱による影響はほとんど無いことがわかった。従

って、以後の実験では原料の加熱操作は行わないことにした。 
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Fig. 2-4 茶殻の加熱処理・非処理によるグルコース生成量の比較 
    
原料   ：茶殻 3 g 
      前処理条件：加熱沸騰、30 min  
   糖化条件：セルラーゼ 450 U, pH4.6, 50℃, 48 h（撹拌） 
 

Fig. 2-5 茶殻の冷凍解凍処理・非処理によるグルコース生成量の比較を示す。 

非処理（グラフ左）と冷凍解凍処理（グラフ右）ではグルコース生成量は 0.15 g

と 0.2 g となり、冷凍凍結処理よりグルコース生成量が促進されることがわかっ

た。冷凍により茶殻内の水分が凍結し、さらに解凍により高分子繊維が崩壊し

たと考えられた。 
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Fig. 2-5 茶殻の冷凍解凍処理・非処理によるグルコース生成量の比較 
      

原料  ：茶殻 3 g 
      前処理 ：蒸留水冷凍, -10℃, 12 h 
         ：蒸留水解凍, 室温 
     糖化条件：セルラーゼ 450 U, pH4.6, 50℃, 48 h（撹拌） 

 

Fig. 2-6 に茶殻の超音波処理と超音波処理によるグルコース生成量の比較を示

す。茶殻の前処理工程に超音波処理を施し、糖化工程で減圧酵素含浸処理を行

った場合には、生成グルコース量 0.32 g となった（グラフ右）。一方、糖化工程

に超音波処理を施さずに、糖化工程で減圧酵素含浸処理を行った場合（グラフ

左）には、生成グルコース量 0.18 g となった。茶殻の繊維高分子が超音波によ

り、微細化されたものと考えられた。 
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Fig. 2-6 茶殻の減圧酵素含浸法と超音波処理によるグルコース生成量の比較 
      

原料   ：茶殻 3 g 
     前処理条件：超音波, 20 kHz, 5 min 

       糖化条件：減圧酵素含浸処理 
            セルラーゼ 450 U, pH4.6,  

減圧下, 50℃, 48 h（撹拌） 
 

Fig. 2-7 に茶殻の減圧酵素含浸処理＋超音波＋冷凍処理と希硫酸処理によるグ

ルコース生成量の比較を示す。Fig. 2-6 の結果により、超音波処理＋減圧酵素含

浸処理の優位性が確認されたため、本処理法と比較対照として希硫酸法を用い

た前処理工程・糖化工程の比較を行った。前者による生成グルコース量 0.72 g、

後者による生成グルコース量 1.02 g となった。以上の結果を受けて、茶殻から

のグルコース生成は、前処理工程に 3.0%硫酸処理、糖化工程は減圧酵素含浸法

＋超音波＋冷凍処理を行わずに、セルラーゼ 450 U, pH4.6, 50℃, 48 h（撹拌）に
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よる方法が有効性であることがわかった。なお、ここで適用した酵素含浸法は

食品産業で使用されている方法で、果物の軟化に使用されている。酵素糖化の

反応初期に真空ポンプで減圧状態にし、酵素の最適温度になったら常温に戻す

方法である。これは減圧状態から常圧に戻すことで、糖化液内の空気と酵素が

置換され、より糖化反応が進行しやすくなる 17）。さらに超音波による前処理を

施した茶殻を使用した。茶殻に超音波の衝撃によるせん断作用でさらに原料の

微細化を行い、酵素糖化をより反応しやすくするものである 18,19）。 
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Fig. 2-7 茶殻の減圧酵素含浸法＋超音波＋冷凍処理と希硫酸処理 

によるグルコース生成量の比較 
      

原料：茶殻 3 g 
    （グラフ左） 

前処理条件：超音波, 20 kHz, 5 min、12 h 冷凍処理 
       糖化条件：減圧酵素含浸処理 
            セルラーゼ 450 U, pH4.6,  

減圧下, 50℃, 48 h（撹拌） 
      （グラフ右） 
      前処理条件：3.0% 硫酸 
       糖化条件：セルラーゼ 450 U, pH4.6, 50℃, 48 h（撹拌） 
 
2-4-3 シュレッダー裁断紙 

Fig. 2-8 にシュレッダー裁断紙からのグルコース生成に及ぼす希硫酸の影響を

示す。非硫酸法（グラフ左）と 3%硫酸法（グラフ右）におけるグルコース生成
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量はそれぞれ、1.29 g と 2.28 g となった。シュレッダー裁断紙の場合には、前処

理工程で 3%硫酸を必要とせず、セルラーゼとα-アミラーゼの使用のみで効率的

な糖化が可能であることがわかった。さらに、3%硫酸法＋高温高圧処理を施す

ことで、高分子が過分解され、低分子量化がグルコース単位に留まらずに、よ

り低分子量物質の生成が進展したものと考えられた。 

 

 

Fig. 2-8 シュレッダー裁断紙からのグルコース生成に及ぼす希硫酸の影響 
         

原料： 茶殻 3 g  
      前処理条件（グラフ左）：3.0% 硫酸, 121℃, 1 h 
      前処理条件（グラフ右）：蒸留水, 121℃, 1 h 
            糖化条件：セルラーゼ(900 U), α-アミラーゼ(490 U), 50℃, 48 h 
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2-5 考察 

既存の前処理法の濃硫酸法や亜臨界処理法は大量の薬品やエネルギーを使用

する。硫酸を使用する濃硫酸法は前処理工程終了後、硫酸を回収しなければな

らない 20,21）。そこで、ビール粕では前処理工程に水酸化ナトリウム(0.8%)処理を

行った。ビール粕では水酸化ナトリウム処理(0.8%)＋希硫酸(1.0%)による前処理

行程は、希硫酸法(3%)によるそれよりグルコース生成量が多かった。セルロー

スと結合しているリグニンは難分解性物質であるが、水酸化ナトリウム処理す

ることで、2 種の高分子間の結合を弱めることで、ビール粕からグルコースが多

く生成されたと考えられた。よって、使用する硫酸濃度を下げることができた。

次に、茶殻の前処理では、超音波処理と冷凍解凍処理を併用する新しい前処理

を試みた。さらに、酵素糖化の際にはセルラーゼとセルロース繊維の反応効率

化のために、減圧酵素含浸処理も使用した。しかし、超音波、冷凍解凍、減圧

酵素含浸法処理のいずれにおいても、植物バイオマス中のセルロース分解とグ

ルコース生成のためには十分ではないことが示唆され、いずれの方法も硫酸を

用いた方法によるグルコース生成量を上回ることがなかった。 

ビール粕、茶殻と比べて、シュレッダー裁断紙の場合には、前処理工程で硫

酸を使用しない処理の生成グルコース量が高かった。これはシュレッダー紙の

元となるコピー用紙は製紙段階で、パルプ原料からリグニンやタンパク質が除

去されているためである。紙の成形では、セルロース繊維のつなぎとしてデン

プンが使用されている。つまり紙自体は天然のセルロースバイオマスのような

強固な構造ではなく、ある程度製紙段階でセルロース繊維が細かくなっており、

それをデンプンでセルロース繊維間を弱くつなぎ合わさっているだけだと考え

る。つまりフードプロセッサーで粗粉砕した後、酵素による糖化で十分である

ことがわかった。シュレッダー裁断紙を希硫酸で高温高圧処理することでセル



 
 

32

ロース及びグルコースが過分解したためにグルコース生成量が少なかったと考

えられた。 

 以上の結果から、第 3 章、第 4 章では、原料としてシュレッダー裁断紙を使

用して、非硫酸処理の方法を適用することにした。 
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第３章 

 
 
 
 
シュレッダー裁断紙糖化液の発酵 
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3-1 酵母と培養条件 

3-1-1 エタノール発酵微生物の選定 

エタノール発酵には主に酵母と細菌が用いられている。細菌ではテキーラの

醸造に用いられる Zymomonas mobilis22)、沖縄のヤシ樹液から分離された新しい

エタノール発酵細菌 Zymobacter palmae23)、また酵母では Saccharomyces cerevisiae

等が代表的な発酵微生物である。一般に、細菌は酵母と比較してエタノール生

成速度が速いことが知られている。しかし、原核生物である細菌は高浸透圧下

などの適応能力を超えた過酷なストレス環境では，その有用機能は著しく制限

される。本研究におけるシュレッダー紙の糖化液は約 300 g/L あるので、発酵微

生物が高度耐糖性、高度エタノール耐性を持つことが要求される。そこで本研

究では、酵母 Saccharomyces cerevisiae を用いてエタノール発酵することにした。

さらに、S. cerevisiae に関しては、研究室保存株である海洋由来高発酵酵母であ

る C-19 株を主に使用し、比較対照として日本酒酵母 K-7 株及び基準酵母

NBRC10217 株を使用した 24)。 

 

3-1-2 酵母培養 

使用する酵母株は YPD（Glucose 20 g/L, Yeast Extract 10 g/L, Peptone 20 g/L, 

Agar 10 g/L）寒天培地にて 30℃で培養して、コロニーを形成させた。酵母コロ

ニーは４℃で保存株とした。前培養には、保存株菌体を白金耳で YPD 液体培地

10 mL に植菌し、30℃, pH7,24 h の静置培養を行った。次に本培養では、前培養

液 100 mL を植菌した坂口フラスコ YPD 液体培地 100mL で 30℃、120 rpm(振と

う培養機 YAMATO 社 IK400W)、48 h の振とう培養をおこなった。本培養が終

了した菌体は、遠心分離機（HITACHI CF12RX）で 3000 rpm, 5 min の遠心を行

った。沈澱した菌体を生理食塩水で懸濁と遠心を 3 回繰り返して、洗浄菌体を
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回収した。 

3-2 エタノール発酵 

3-2-1 糖化液の静置発酵 

供試菌株は海洋から単離した高発酵酵母 C-19 株、比較対照株として使用頻度

が高い日本酒酵母の協会 7 号（以下 K-7 株と記載）及び基準酵母 NBRC10217

株を用いた。酵母は前培養、本培養した後、菌体をエタノール発酵に使用した。

試験管 20 mL 内に pH7.0 に調整した糖化液（297 g/L）10mL を入れ、酵母 0.2 g

を添加した。試験管を嫌気ジャー（日本ベクトン・ディッキンソン）に入れ、

嫌気条件 30℃下で、1～7 日の静置発酵を行った。嫌気ジャーは脱酸素剤（三菱

ガス化学株式会社 アネロパック・ケンキ 酸素吸収・炭酸ガス発生剤）を用

いて嫌気条件にした 25)。なお、嫌気ジャー内は、エタノール発酵により発生す

る CO2 による加圧醗酵が誘因する醗酵阻害を防止するため、試験管を最大 3 本

までに制限した。生成エタノール濃度は酵素法（エタノール測定用 F-kit, ロッ

シュ）により測定した。 

 

3-2-2 糖化液の攪拌発酵 

酵母培養 

酵母の前培養・本培養・菌体回収は 3-1-1 と同様の方法を用いた。 

発酵 

酵母菌体 2 g を pH7 に調整した糖化液 100 mL の入った三角フラスコ(500 mL)

に添加し、嫌気条件 30℃下で 1～7 日間の攪拌発酵を行った。嫌気発酵を行うた

めに、三角フラスコの上部に三方コックを接続し、フラスコ内の空気を窒素置

換した。 
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3-2-3 固定化酵母を用いた連続発酵 

エタノール発酵には酵母が利用されるが、一般にその酵母は一度使っただけ

で廃棄することになる。酵母菌体をリサイクル出来るようになれば、廃棄量、

経費ともに少なく抑えることができ、環境にも配慮したエネルギーの生産とな

る。そこで、酵母を固定化したバイオリアクターの構築を試みた。本研究では、

酵母をアルギン酸ゲルビーズ内に包括した固定酵母を用いて、シュレッダー紙

糖化液から連続的にエタノールを製造する条件について検討した。シュレダー

裁断紙糖化液は高濃度であるため、固定化酵母のアルギン酸ビーズ製作に工夫

が必要である。第 1 として固定化酵母から酵母の漏出防止、第 2 として固定化

酵母の調製時に及ぼす塩化カルシウム濃度とアルギン酸濃度の影響、つまり固

定化酵母の製作における最適な塩化カルシウム濃度とアルギン酸濃度を調べ、

高濃度糖化液の発酵に最適な強度を有する固定化酵母を製作する。第 3 として

アルギン酸ビーズ量とエタノール発酵の関係である。これはエタノール濃度を

一定にした場合の最適なビーズ量の検討である。なお使用するアルギン酸は、

第 4 章におけるワカメ加工廃棄物からの抽出物の使用を、最終的な目標として

いる。 

 

3-2-4 固定化酵母の調製 

アルギン酸ナトリウム（WAKO, 300～400cP）を水と電子レンジで加温しなが

らかくはん棒でかき混ぜ，半透明のゲル状にした。アルギン酸ナトリウム懸濁

液（アルギン酸濃度 2%）を常温まで冷却し、これと酵母菌の懸濁液を混合する

と均一にアルギン酸内に固定化されることが明らかになっている 26,27）。次にア

ルギン酸ナトリウム懸濁液と酵母懸濁液を同容量(混合割合 1:1)で混合した。こ

れまでの実験でグルコース濃度 270 g/L～300 g/L の高糖濃度の発酵では酵母は
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湿重量 2 g が最適であることがわかっている。次に、アルギン酸ナトリウム懸濁

液と酵母菌懸濁液の混合液を 50 mL 用シリンジで吸い取り、塩化カルシウム水

溶液表面に一滴一滴落下させた。今回は Ghasem らの研究から 2%塩化カルシウ

ムを選択した 28)。塩化カルシウム水溶液を攪拌せずに液を滴下することで、ア

ルギン酸ナトリウムが直ちにカルシウムイオンと反応し、ゲルビーズを形成さ

れることが証明されている 29,30)。 酵母を包括させたアルギン酸カルシウムビー

ズは 4℃､12 h 冷却静置させることで、ゲルビーズの強度を強くさせた。調製し

た固定化酵母ビーズは滅菌水で数回繰り返し洗浄して保存した。 

 

3-2-5 固定化酵母の調製時に及ぼすアルギン酸ナトリウム濃度の影響 

本研究では、高濃度糖化液を発酵に使用するため、従来法に基づく塩化カル

シウム濃度とアルギン酸ナトリウム濃度では、ゲルビーズの破裂や固定化酵母

のゲル外への多量漏出が観察された。そこで、固定化酵母の調製時に及ぼす塩

化カルシウムとアルギン酸ナトリウム濃度の影響を詳細に検討し、ゲルビーズ

の強化を試みた。 

アルギン酸カルシウムによる固定化酵母は容易に調製できる反面，発酵液中

への酵母の漏出，長期発酵時の崩壊といった問題点が指摘されている 31)。アル

ギン酸カルシウムゲルに固定化した酵母を用いた醸造酒などの生産特性につい

て研究が行われているが，酵母の漏出防止についてはほとんど触れていない。

そこでアルギン酸ナトリウム懸濁液に無機塩類：(NH4)2SO4 2 g/L, MgSO47H2O 

0.2 g/L, KH2PO4 0.5 g/L, CaCl2・2H2O 0.01 g/L、窒素源：Yeast Extract 5 g/L を添加

して調製することにした。まず、酵母を YPD 液体培地で 30℃、120 rpm で、2

日間培養した。酵母を蒸留水で 3 回洗浄後、2 g の菌体を収した。次に、アルギ

ン酸の溶解には、蒸留水を用いる調製法（通常型）と、蒸留水に上記の無機塩
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類と窒素源を添加した液を用いる調製法（本研究）の 2 種類の方法があるが、

本実験では酵母の漏出が観察されなかった後者を採用した。 

 

3-2-6 固定化ビーズの酵母とアルギン酸ナトリウム溶液量の検討 

本研究では、高濃度糖化液を発酵液とするため、固定化酵母量の最適条件の

検討が必要である。固定化ビーズ量を多くするには、アルギン酸ナトリウム溶

液量を多くすれば固定化ビーズが多くなり、グルコースとの接触機会が増加し、

高エタノール生成が期待できる。そのため酵母量を 2 g と一定にした場合、アル

ギン酸ナトリウム溶液量をどのくらいの量にしたらよいのかを調べる必要があ

る。そこで酵母量を一定してアルギン酸ナトリウム溶液量を順次多くした場合

のエタノール量を検討することとした。固定条件は酵母菌体量 2 g、シュレッダ

ー紙糖化液 280 g/L、2 日間の好気発酵を行った。アルギン酸ナトリウム溶液は

本研究で開発した無機塩類と窒素源を添加した溶液を用いる調製法での固定化

酵母を作成し、40～90 mL と 10 mL 刻みで作成した。 

 

3-2-7 固定化酵母による連続エタノール発酵 

本研究では、固定化酵母による高濃度糖化液の繰り返しエタノール発酵を調

行った。通常型により調製した固定化酵母を用いると、初回発酵でアルギン酸

カルシウム坦体からの酵母の漏出が観察され、複数回発酵では坦体ビーズの割

れが生じることを確認していた。そこで、本研究ではより調製した固定化酵母

を用いた連続発酵時の坦体の安定性を併せて調べることにした。 

方法 

以下の操作で固定化酵母の調製を行った。100 mL ビーカーにアルギン酸ナト

リウム 2 g と希釈液 45 mL を加え、レンジで加熱しながら、半透明になるまで溶
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かした。十分に冷却したゾル状のアルギン酸ナトリウムに酵母（C-19 株または

K-7 株）を混合した。これに無機塩類と窒素源を添加した溶液 45 mL に添加し

た。次に、50 mL シリンジを使用して、混合液を 2%塩化カルシウム水溶液にゆ

っくり滴下した。瞬時に丸いビーズ状の固定化酵母の形成が観察された。三方

コック付き三角フラスコ 500 mL に、固定化酵母と糖化液 100 mL を入れて混合

し、30 rpm（マグネティックスターラ）、30℃でエタノール発酵を行った。遊離

酵母による発酵では、攪拌条件は 100～150 rpm で行ったが、固定化酵母では、

撹拌子の圧迫による坦体の破損を避けるために、30 rpm とし、フラスコ内を嫌

気状態にするために、窒素置換を行った。次に発酵用フラスコと蒸留水を充填

した ETS ボトル(Fig.3-5)をシリコンチューブで接続した。酵母による発酵が始ま

ると、発生した CO2 はフラスコ、チューブを通って、ボトル中の蒸留水に気泡

として出現した。気泡が発生しなくなった時点を、エタノール発酵の終了時間

とした。発酵終了後に、固定化酵母をフラスコから回収し、滅菌蒸留水で洗浄

し、次の発酵まで 4℃で保存し、同じ操作で発酵を 5 回繰り返した。 

 

3-2-8 気化エタノール回収システムの構築 

バイオエタノール生産において、発酵液から気化するエタノール量を考慮し、

捕集する研究はほとんど行われていない。しかし、筆者は沸点 78.3℃（1 気圧）

のエタノールはプラントレベルの発酵では、かなりの量のエタノールが気化す

る可能性を仮定した。エタノール発酵中に CO2 発生に伴って気化するエタノー

ルがどれくらいあるのかを調べるために、Fig. 3-5 に示す気化エタノール回収シ

ステム ETS(Ethanol Trap System)を構築した。さらに、発酵タンクに本システム

を接続することで、発酵タンク内を常圧に保ち、加圧発酵を防ぐことができる

ことがわかった。ETS 容器内のエタノール量を測定し、発酵液のエタノール量
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に加算し、総エタノール生成量とした。本研究では撹拌発酵において ETS によ

る気化エタノールの捕集効果は確認している。そこでさらにプラントレベルで

のエタノール生産コスト削減策の一環として「 固定化酵母による連続エタノール

発酵」に設置し、バイオエタノール生産コスト削減を目的とした。ETS に関しては、

簡便なシステムで気化エタノールを捕集するシステムを考案した。 

ETS の説明 

エタノール発酵に伴い CO2 が発生し泡となって液面から気化する際に、同時

にエタノールが気化すると仮定した。三角フラスコ中の発酵液表面から気化し

たエタノールは、接続しているシリコンチューブを通り、ペットボトル製 ETS

内の蒸留水へ通気され液化した。500 mL の ETS 容器 2 個以上を接続し、各 ETS

内の蒸留水は 300 mL に制限することで加圧発酵を防ぎ、CO2 および気化エタノ

ールが各 ETS を連続的に通過して、ETS 内の蒸留水に液化エタノールが段階的

に貯まるようにした。 

 

3-3 結果 

3-3-1 静置発酵におけるエタノール濃度の経時変化 

糖化液 10 mL の静置発酵結果を Fig. 3-1 に示す。C-19 株、K-7 株及び

NBRC10217 株はそれぞれ発酵 5 日目で最大エタノール生成量を示した。最大エ

タノール濃度はそれぞれC-19株 68.9 g/L, K-7株 54.0 g/L, NBRC10217株 19.5 g/L

であった。5 日目以降エタノール濃度は緩やかに減少していった。 
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Fig. 3-1 シュレッダー紙糖化液 297 g/L を使用した各酵母株による静置発酵 
 
原料 シュレッダー紙  糖濃度 297 g/L  糖化液濃縮倍率 5 倍  
使用機材  脱酸素剤（三菱ガス化学株式会社製） 20 mL 試験管 

嫌気ジャー（日本ベクトン・ディッキンソン）  
発酵条件 攪拌 酵母菌体量 0.2 g  pH 7 30℃ 1～7 日間 嫌気条件 

 

3-3-2 撹拌発酵におけるエタノール濃度の経時変化 

糖化液 100 mL の攪拌発酵の結果を Fig. 3-2 に示す。C-19 株は 3 日目で最大エ

タノール生成量 122.5 g/L を示した。K-7 株及び NBRC10217 株はそれぞれ 7 日目

で最大エタノール生成量を示し。それぞれ 98.5 g/L、37.5 g/L であった。C-19 株

の 3 日目以降エタノール濃度は下降したが、エタノール濃度が高くなり、酵母

が生成したエタノールを資化し始めたためと考えられる。一方、K-7 株及び

NBRC10217 株の 3 日目以降エタノール濃度は緩やかではあるが上昇した。供試
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菌株の中で海洋由来酵母 C-19 株は最もエタノール生成量が多く、K-7 株及び

NBRC10217 株よりエタノール生成速度が速いことが示された。 

 

 
                

 
Fig. 3-2 シュレッダー紙糖化液 297 g/L を使用した各酵母株による攪拌発酵 

 
原料 シュレッダー紙  糖濃度 297 g/L  糖化液濃縮倍率 5 倍  
使用機材 三方コック付き 500 ｍL フラスコ マグネテックッスタラー  
発酵条件 攪拌 酵母菌体量 2 g  pH 7 30℃ 7 日間  嫌気条件 

 

3-3-3 固定化ビーズ酵母とアルギン酸ナトリウム溶液量におけるエタノール生成

量の影響 

アルギン酸溶液量とエタノール濃度の関係を Fig. 3-3 に示す。固定化酵母の

ビーズ量が最大であるアルギン酸ナトリウム溶液量 90 mL が最大エタノール
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生成量を示した。つまりアルギン酸溶液量（固定化ビーズの量）とエタノール

生成量は比例関係があることが示唆されたので、そこで連続エタノール発酵に

おけるアルギン酸ナトリウム溶液量は 90 mL とした。アリギン酸ナトリウム

溶液 100 mL 以上を利用した固定化ビーズを使用した場合、固定化ビーズの体

積が大きくなり、攪拌に支障をきたすことがわかった。 
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Fig. 3-3 固定化ビーズ酵母とアルギン酸ナトリウム溶液量におけるエタノール生

成量の影響 
原料 シュレッダー紙  糖濃度 280g/L  糖化液濃縮倍率 5 倍  
使用機材 三方コック付き 500 ｍL フラスコ マグネテックッスタラー 
アルギン酸カルシウム製作条件: アルギン酸ナトリウム 2%,  

塩化カルシウム 2%, 使用菌体量 2g 
アルギン酸ナトリウム溶液添加物 

無機塩類：(NH4)2SO4 2 g/L, MgSO47H2O 0.2 g/L, KH2PO4 0.5 g/L, 
CaCl2・2H2O 0.01 g/L、 

窒素源：Yeast Extract 5 g/L 
アルギン酸ナトリウム溶液量 40～90 mL    
発酵条件 攪拌   pH 7 30℃ 2 日間 好気条件 

 

3-3-4 シュレッダー紙糖化液 270 g/L を使用した固定化酵母による連続エタノー

ル発酵 

固定化酵母による連続エタノール発酵の結果を Fig. 3-4 に示す。糖化液濃度
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270 g/L、固定化酵母 C-19 株、K-7 株を用いて発酵した。第 1 回発酵ではエタノ

ール 50 g/L が生成された。第 2～4 回発酵では、80～85 g/L のエタノールが生成

された。第 5 回発酵では、固定化酵母 C-19 株で約 70 g/L, 固定化酵母 K-7 株で

約 50 g/L のエタノールが生成された。発酵液中の残存グルコースは初期量の 1%

以下となっていた。5 回の発酵で、坦体外への酵母の漏出と坦体の破損はほとん

ど観察されなかった。固定化酵母の形状安定性に窒素源と無機塩類の添加が有

効であることが明らかになった。このように、固定化酵母によるシュレッダー

廃棄紙糖化液のエタノール発酵により、高濃度のエタノールを連続的に生産で

きることがわかった。 
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      1     2     3    4   5 
固定化酵母の発酵回数 

Fig. 3-4 シュレッダー紙糖化液 270 g/L を使用した固定化酵母による連続エタノ

ール発酵 
 
原料 シュレッダー紙  糖濃度 270 g/L  糖化液濃縮倍率 5 倍  
使用機材 三方コック付き 500 ｍL フラスコ マグネテックッスタラー 
アルギン酸カルシウム製作条件: アルギン酸ナトリウム 2%, 

                     塩化カルシウム 2% , 使用菌体量 2 g 
アルギン酸ナトリウム溶液添加物 

無機塩類：(NH4)2SO4 2 g/L, MgSO47H2O 0.2 g/L, KH2PO4 0.5 g/L, 
CaCl2・2H2O 0.01 g/L、 

窒素源：Yeast Extract 5 g/L 
アルギン酸ナトリウム溶液量 90 mL    
発酵条件 攪拌   pH 7 30℃ 2 日間×5 回 嫌気条件 
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Fig.3-5  ETS のシステム略図 

 
使用機材 三方コック付き 500 ｍL フラスコ  シリコンチューブ 

ETS 用 500 mL 容器 
 

 

3-3-5 ETS 内エタノール量と回収率 

発酵液及び ETS 内蒸留水のエタノール濃度を Table 1 に示す。また ETS の略

図を Fig. 3-5 に示す。K-7 株と C-19 株による発酵液のエタノール濃度はほぼ同

レベルであった。エタノール回収率とは、総エタノール量（発酵液内エタノー

ル量と ETS 内エタノール量）に対する ETS 内エタノール量の割合を示す。本結

果のみ「エタノール濃度(g/L)」ではなく、「エタノール量(g)」としたのは、発酵

液量(100 mL)と ETS 内蒸留水量(300 mL)が違うため、濃度表示にすると捕集した

エタノールが正確に把握できないからである。K-7 株の発酵時に接続した ETS

内エタノール生成量は C-19 株より 2 倍高く、またエタノール回収率は 2.5 倍で
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あった。 

Table 1  ETS 内エタノール量と回収率 
酵母株 発酵液内エタノール量(g) ＥＴＳ内エタノール量(g) 回収率(%) 

K-7 8.27 0.4 5% 

C-19 8.5 0.2 2% 

 

3-4 考察 

シュレッダー紙糖化液 297 g/L を使用した静置発酵及び攪拌発酵では、酵母に

よる生成エタノール量に大きな違いがあった。静置発酵では、酵母と糖化液と

の接触効率が低い上、密閉容器内で CO2 が発生したために容器内の圧力が上が

り、加圧発酵となり、発酵収率が低くなったと考える。C-19 株は、K-7 株や

NBRC10217 株と比較し発酵速度が速いことがわかった。C-19 株は海洋由来酵母

であるため、浸透圧耐性や耐塩性が高く、高濃度糖化液や生成エタノール耐性

を有しているためと考える。 

固定化酵母調製時のアルギン酸ビーズ形成には無機塩類や窒素源を添加する

ことで、坦体強度が向上し、連続使用耐性が増大することがわかった。Ca2+、

Mg2+のような 2 価金属イオンがアルギン酸ゲル強度を増し。酵母漏出の発生防

止、高濃度糖化液がもたらす高浸透圧耐性を獲得したと考える。また、固定化

酵母の連続エタノール発酵によるエタノール生成量は、撹拌発酵のそれより少

なかったが、この現象の理由は不明である。シュレッダー紙糖化液を用いた発

酵では生成エタノール量は大きく変動することが多かった。シュレッダー紙を

使用した場合には、紙質が一定しないため、原料の差が酵母の代謝に何らかの

影響を及ぼしている可能性もあり得るであろう。酵母の発酵能が安定する新た

な方法の開発が必要であると考える。 

本実験では ETS がエタノール収率向上に有効な手段であることが明らかとな

った。さらに、今回は発酵時に気化したエタノールを自然な状態で ETS により
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捕捉したが、発酵中あるいは発酵後に、発酵液に外部から窒素ガス等を注入す

ることにより、ETS により多くのエタノールを捕捉することできると考えられ

る。 
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第４章 

 
 
 
 
 
 

 

 

ワカメ芯茎部とシュレッダー紙

の混合原料の発酵によるバイオ   

エタノール生産 
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4-1 緒言 

第 3 章にて、シュレッダー裁断紙を原料とする酵母発酵により、最大 122.5 g/L

のエタノールを生成することができたが、エタノール生成量が安定していない

ことも明らかになった。紙の製紙工程では、パルプ材からタンパク質、リグニ

ン及びペクチンを薬剤除去しており、紙の主成分はセルロースとへミセルロー

スである。従って、シュレッダー裁断紙の糖化液は炭素源のみを含んでいるが、

長期間に渡る酵母活性維持には、炭素源に加えて窒素源、無機塩類、ビタミン

が必要である。従って、糖化液の発酵期間中に添加酵母の活性低下が著しいた

め、発酵効率は添加酵母の初期活性に大きく依存しており、この現象がエタノ

ール生成量の不安定化に繋がったと推定される。 

さて、筆者が本研究を実施中の平成 24 年度から、所属研究室で「東北マリン

サイエンス拠点形成事業（新たな産業の創生につながる技術開発）「三陸産ワカ

メ芯茎部の効率的バイオエタノール変換技術と被災地復興への活用法の提言」

（文部科学省主催）を開始した。そこで第 4 章では、筆者は使用したシュレッ

ダー裁断紙にワカメ芯茎部を混合した原料を調製することで、新たなるバイオ

エタノール生産を試みることにした。 

ワカメを含む褐藻類は世界的に分布しているが、食用としての利用は東アジ

ア圏特有の習慣である。また、褐藻類にはアルギン酸が多く含まれ、主に食品

生産・食品加工における添加剤：増粘多糖類として利用されている 32)。しかし、

褐藻類は成長が速く、成熟体は葉先から根茎部まで数 m～数十 m に及ぶが、成

体の全てが加工利用されている訳ではなく、先端部と根幹部（芯茎部）を中心

に廃棄されている場合が多い。従って、現在は海洋投棄されているのみで、活

用方法が見出されていないワカメ加工廃棄物の有効利用の一つとして、バイオ

エタノール変換を試みることにした。第 2 章、第 3 章にて記述したように、穀



 
 

52

物由来のエタノール生産を回避するために、海藻の廃棄部位を利用する。また、

海藻は廃材木や稲わら等のリグノセルロースバイオマスと比較して、原料化に

適した新規次世代原料といえる。現在のエタノール発酵原料は陸上バイオマス

を使用しているが、耕作エリアの限界があり、また更なるエタノール原料の増

産は、未開拓エリアの拡大・森林伐採に繋がり、環境問題視されている。Somerville

らは海洋由来資源である褐藻の利用は、陸上由来資源の原料化が引き起こす問

題・環境破壊を回避することが可能であると示している 33)。褐藻はリグニンを

含まないので、粉砕等の前処理が容易である。しかし、セルロース成分が少な

いため、糖化により生成するグルコースが少なく、逆にアルギン酸などの海藻

特有の多糖を多く含んでいる。Stephanopoulos はこれらの多糖の抽出はコストが

高く、安価な原料が必須条件であるエネルギー原料として、アルギン酸を利用

することは現段階では難しいと指摘している 34)。 

日本のワカメは主に東北地方で生産されており、岩手県及び宮城県で日本の

生産量の 67%を占めている 35）。沖合にある養殖場から船で浜まで運ばれ、その

場で葉、茎、根の部分に分けられる。ワカメの食用部は主に葉部であり、茎や

芽株についてはごく一部を生食や佃煮として利用するのみである。ワカメ芯茎

部は未利用物として収穫期に大量発生するので、業者はその処理問題に苦慮し

ている。三陸地方の場合、ワカメ芯茎部（根幹部）はウニやアワビの餌とする

ため、再度沖合の給餌場まで船で運ばれ海洋投棄される。芯茎部は食用に適さ

ないので、生産業者にとって新たな利用法の開発が待たれていた。バイオエネ

ルギー変換の例として、褐藻であるカラフト昆布を原料とした酵母

Saccharomyces cerevisiae のエタノール発酵では、0.45%(V/V)と非常にエタノール

生成量が低いことが明らかになっている 36）。そこで、筆者の所属研究室ではワ

カメ芯茎部を効率的なエタノール生産の原料とすることを考えた。本研究では、
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ワカメ芯茎部とシュレッダー裁断紙の混合原料を調製して、安定的な高エタノ

ール生産条件を検討することにした。 

 

4-2 原料の前処理・糖化法 

4-2-1 前処理方法 

南三陸町のワカメ養殖場から購入したワカメ芯茎部は、東京海洋大学まで冷

蔵輸送され、研究室の冷凍庫（-80℃）に保管した。冷凍ワカメ芯茎部は凍結状

態のまま、大型おろし機（RHG-15、ハッピー工業）で粉砕した。ワカメ試料の

微粉末化は技術的な困難を伴うため研究報告が無く、筆者は様々な方法を試み

て、最終的に以下の方法を確立した。 

粉砕試料は水分を多く含むゼリー状の半固体状を呈しており、乾燥器（80℃）

で一晩乾燥した。乾燥試料は平均 5~8cm 四方の大きさであり、再度大型おろし

機で粉砕処理した。再粉砕試料は平均 2~3cm 四方の大きさになり、これを乾燥

状態のまま大型石臼処理することで、ワカメ試料の微粉末化を行った。 

 

4-2-2 糖化方法 

本研究室では、粉末ワカメ芯茎部 3 g に対して 3%硫酸溶液 100 mL で前処理

を行ってきたが、グルコース生成量が少ないことが、これまで筆者の研究でわ

かっていた。また Hendriks らは原料の酸やアルカリにより糖が過分解され、フ

ルフラール及びHMF等の発酵阻害物質の溶出を避けることを明らかにしている

37）。そこで、海藻には陸上バイオマスほどリグニンが含有していないことを考

慮し、低環境負荷で生成グルコースがより多い糖化法を検討することにした。  

微粉末化したワカメ芯茎部試料は高温高圧処理を施さなくても、酵素のみで糖

化が可能であるため、下記①～④の前処理・糖化工程を検討した。 
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① 高温高圧処理・硫酸処理はいずれも無 
300 mL ビーカーに蒸留水 10 0 mL と微粉末化ワカメ 3 g を入れ、46℃, 12 h の

撹拌をした。pH4.6 に調整し、セルラーゼ（Genencor 社 GC-220）500μL(150 U)
を添加して 46℃, 48 h の撹拌を行った。 

② 高温高圧処理は無、0.3%硫酸処理は有 
300 mL ビーカーに 0.3%希硫酸溶液 100 mL と微粉末化ワカメ 3 g を入れ、

46℃,12 h の撹拌をした。pH4.6 に調整し、セルラーゼを添加して 46℃, 48 h の

撹拌を行った。 
③ 高温高圧処理は有、硫酸処理は無 

300 mL ビーカーに蒸留水 100 mL と微粉末化ワカメ 3 g を入れ、121℃, 1 h で

高温高圧処理を行った。pH4.6 に調整し、セルラーゼを添加して 46℃, 48 h の

撹拌を行った。 
④ 高温高圧処理、0.3%硫酸処理はいずれも有 

300 mL ビーカーに 0.3%硫酸溶液 100 mL と微粉末化ワカメ 3 g を入れ、121℃, 
1 h で高温高圧処理を行った。pH4.6 に調整し、セルラーゼを添加して 46℃, 48 
h の撹拌を行った。 

 

4-3 発酵方法 

第 3章では酵母 Saccharomyces cerevisiaeであるC-19株、K-7株及びNBRC10217

株を比較すると、C-19 株が最もエタノール生成量が高いことがわかったため、

第 4 章では C-19 株に限定し発酵を行った。 

一般的なシュレッダー裁断紙はコピー用紙が主であるが、他にカラー印刷さ

れた広告や給料明細、および紙の表面を光沢剤できれいにされた上質な紙等の

さまざまな種類の紙が混在している。第 3 章ではシュレッダー裁断紙のみを発

酵原料とした場合、エタノール生成量が大きく上下する現象が観察された。そ

こで第 4 章では、安定的な高エタノール発酵を得るために、シュレッダー裁断

紙にワカメを混合した原料を調製した。 

 

4-3-1 シュレッダー裁断紙とワカメ芯茎部の混合糖化液のエタノール発酵 

シュッレダー裁断糖化液とワカメ芯茎部糖化液の混合液の発酵をおこなった。 
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Table 4-1  混合液のグルコース濃度-1 

シュレッダー裁断紙 

糖化液の混合比（％） 

ワカメ芯茎部糖化液 

混合比（％） 
グルコース濃度（g/L） 

100 0 291 

90 10 265 

80 20 239 

70 30 213 

60 40 186 

 
シュッレダー裁断紙糖化液：ワカメ芯茎部糖化液 =10:0、 9:1、 8:2 、7:3 、6:4
の 5 種類の混合液を調製した。シュレッダー裁断紙糖化液は、原液をエバポレ

ーター（EYELA  N-3NW）で 5 倍濃縮した。ワカメ芯茎部糖化液は 10 倍濃縮

した。混合液のグルコース濃度を Table 4-1 に示す。 
 

4-3-2 酵母発酵方法 

発酵には酵母 C-19 株を使用した。酵母を使用する際には、前培養及び本培養

を行った。前培養は試験管内の YPD 液体培地 10 mL に、寒天培地より酵母菌体

を 1 白金耳植菌し、1 日、30℃で静置培養を行った。その後、増殖した酵母菌体

を YPD 液体培地 100 mL 入りの坂口フラスコ(500 mL)に植菌した。本培養は浸

とう培養機（IK400W 、YAMATO）を用いて 120 rpm、30℃で 48 h 撹拌培養し

た。定常期まで増殖した酵母菌体は遠心分離機（CF12RX 、HITACHI）で 3,000 

rpm 、5 min の遠心を行い集菌した。菌体を蒸留水に懸濁して、同様の遠心法で

菌体洗浄を 3 回繰り返した。次に、酵母菌体 2 g を三方コック付き 500 mL フラ

スコに規定の混合割合の糖化液 100 mL と共に加え、窒素置換法でフラスコ内を

嫌気にした後、30℃, 7 日間の静置発酵を行った。発酵液のエタノール濃度は酵

素法（エタノール測定用 F-kit）で測定した。 
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4-4 糖化液の混合比の検討 

4-3-1 でシュレッダー裁断紙とワカメ芯茎部に混合比は 7:3 または 6:4 が適し

ていることがわかった。ここでは、混合比を 5:5, 4:6, 3:7 とした場合も含めて、

最適混合比を再度検討した。なお、ワカメ糖化液を 5 倍濃縮した場合、濃縮液

の塩濃度約 8%、10 倍濃縮では塩濃度約 16%となり、濃縮率を高くすると糖化液

の塩濃度が高くなり過ぎることがわかったので、4-4 では、ワカメ芯茎部糖化液

をシュレッダー裁断紙糖化液と同様に、5 倍濃縮液を使用した。この条件下で混

合液のエタノール発酵を検討した。混合液のグルコース濃度を Table 4-2 に示す。 

 
Table 4-2 混合液のグルコース濃度-2 

シュレッダー裁断紙 

糖化液の混合比（％） 

ワカメ芯茎部糖化液 

混合比（％） 
グルコース濃度（g/L） 

70 30 213 

60 40 190 

50 50 159 

40 60 132 

30 70 104 

 

4-4-1 酵母培養と発酵方法 

発酵には C-19 株を使用した。酵母を使用する際には、前培養及び本培養を行

った。前培養は試験管内の YPD 液体培地 10 mL に、寒天培地より酵母菌体を 1

白金耳植菌し、24 h、30℃で静置培養を行った。その後、増殖した酵母菌体を

YPD 液体培地 100 mL 入りの坂口フラスコ（500 mL）に植菌した。本培養は浸

とう培養機（IK400W、YAMATO）を用いて 120 rpm、30℃で 48 h 撹拌培養した。

定常期まで増殖した。酵母菌体は遠心分離機（CF12RX、HITACHI）を用いて 3000 

rpm 、5 min の遠心を行い集菌した。菌体を蒸留水で懸濁して、同様の遠心を 3

回繰り返して洗浄した。次に、酵母菌体 2 g を三方コック付き 500 mL 内の混合
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液 100 mL に植菌して、窒素置換によりフラスコ内を嫌気にして、30℃, 7 日間の

静置発酵を行った。 

 

4-5 Jar Fermentor による発酵のスケールアップ(3,000 mL) 

第 3 章、第 4 章の前半までは、三角フラスコ 500 mL を用いた 100 mL スケー

ルの高濃度発酵について記述してきた。第 4 章後半では、10 L 容 Jar 

Fermentor(MBF、 EYELA)を使用し、発酵のスケールアップ（3,000 mL）を行っ

た。100 mL スケールでの高濃度発酵と同レベルの発酵が、3,000 mL にて実現可

能であるかどうかの検討を行った。 

 

4-5-1 酵母培養と発酵方法 

前培養した酵母菌体を Jar Fermentor 内の YPD 液体培地 5000 mL に添加し、

Fermentor 附属通気装置（AERATION MAU-2、EYELA）で通気しながら、30℃、

100 rpm、48 h で本培養を行った。培養液を遠心分離機（多本架冷却遠心機 

HITACHI CF12RX ）を用いて 3000 rpm、5 min の遠心を行い集菌した。菌体を

蒸留水で懸濁して、同様の遠心を 3 回繰り返して、洗浄した。酵母菌体 97 g を

シュレッダー裁断紙とワカメ芯茎部の 7:3 混合糖化液(グルコース濃度 235 g/L)

に添加し、窒素置換により Jar Fermentor 内を嫌気にした後、30℃, 7 日間の静置

発酵を行った。発酵液のエタノール濃度は酵素法（エタノール測定用 F-kit）で

測定した。 

 

4-6  ETS (Ethanol Trap System) 

第 3 章では、100 mL 発酵に ETS を接続すると、発酵液からの気化エタノール

を捕集できることを確認した。第 4 章では、10 L Jar Fermentor に ETS を接続す
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ることで、気化エタノールの回収率を検証してみた。発酵中に Fermentor 内に窒

素を吹き込むことで、嫌気状態を保つと同時にエタノールの気化を誘因した。

さらに発酵終了後に、発酵槽に窒素を強く吹き込むことで、どれだけ気化エタ

ノールが捕集できるかを解析した。 

 

4-6-1 ETS の製作 

Jar Fermentor（発酵液 3,000 mL） にペットボトル製 ETS 容器 2 本（蒸留水各

300 mL）をシリコンチューブで接続した。Jar Fermentor での発酵では嫌気状態

を維持するために窒素を極少量吹き込み、5～10 秒毎に 1 度、ETS ボトル内の水

中に窒素の気泡が出て来るように調整した。これは ETS 容器と発酵に伴う CO2

が発生し、嫌気状態を維持しやすいシステムになっているため、大量の窒素量は

必要としないからである。発酵液のエタノール濃度は酵素法（エタノール測定

用 F-kit）で測定した。 

 

4-7 蒸留 

発酵液はエタノール濃度 10%程度であるので、エタノール濃度 90%以上の精

製エタノールを得るために蒸留を行った。蒸留とは、水とエタノールがそれぞ

れ異なる沸点（水：100℃，エタノール：78℃）であることを利用して、加熱に

より両者を分離する方法であるが、水とエタノールの沸点が近く共沸点を形成

し易い。従って、蒸留により気化された共沸点物から、水とエタノールを分離

する操作が必要となる。近年、加熱蒸留法と膜分離法を組み合わせることで、

95%以上の高純度エタノールを 1 度の蒸留で得る技術が開発された 38)。本研究

では、蒸留後にスチールウール充填カラムを通すことで、水からエタノールを

分離して、エタノール精製を行った。 
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4-7-1 蒸留方法 

本研究では、マントルヒーター（SH-5）、5,000 mL 容 3 ツ口マントルフラスコ、

蒸留塔(キリヤマ PAC)、リービッヒ冷却機から成る蒸溜器(KIRIYAMA GLASS 

WORKS COMPANY)を使用した。発酵終了後、Jar Fermentor 内の発酵液を取り

出し、遠心分離機（CF12RX、HITACHI）を用いて、3000 rpm、 5 min の遠心を

行い、酵母を除去して発酵液を得た。次に、発酵液を 3 ツ口マントルフラスコに

注入し、スライダック（RSA-10、Tokyo-Rikosha Riko-Sridetrans）により電気量

を調節しながら加熱した。発酵液の共沸点物が蒸留塔カラムに送り込まれると、

カラム内に充填されている金属性スチールウールが気液接触効率を上げて、共

沸点物中の気化水を液体にしてフラスコ内に戻し、気化エタノールを冷却器に

送りこんだ。蒸留塔の先端にある温度計を常に 78℃であるように、加熱調整に

使用してあるスライダックのスイッチを微調整した。冷却器を通って液化した

エタノールをフラスコで捕集した。１次蒸留及び２次蒸留のエタノール濃度は

酵素法（F-kit）で測定し、質量パーセントで表記した。 

 

4-8 結果 

4-8-1 ワカメ芯茎部の前処理条件が糖化後のグルコース生成量に及ぼす影響 

ワカメ芯茎部の前処理条件が糖化後のグルコース生成量に及ぼす影響を Fig. 

4-1 に示す。高温高圧処理ワカメ（③、④）と非高温高圧処理ワカメ（①、②）

を比較すると、高温高圧処理ワカメは、糖化後のグルコース生成量が多かった。

従って、非高温高圧処理ワカメを使用すると、糖化が不十分であることがわか

った。さらに、④0.3%硫酸処理ワカメと③非硫酸処理ワカメを比較すると、③

の糖化後のグルコース生成量 3.46 g/L と高かった。④は硫酸使用したことにより

グルコースが過分解したと考えられた。以上により、ワカメ芯茎部の前処理条
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件は③が最適と判断した。 

 
Fig. 4-1 ワカメ芯茎部の前処理条件が糖化後のグルコース生成量に及ぼす影響 

原料：ワカメ芯茎部 3 g  
① 前処理条件：― 
② 前処理条件：0.3%希硫酸溶液 100 mL に 3 h 浸漬 
③ 前処理条件：高温高圧処理(121℃,60 min) 
④ 前処理条件：0.3%希硫酸溶液 100 mL と混合 

高温高圧処理(121℃,60 min) 
糖化条件（共通）：セルラーゼ 150 U, pH4.6, 50℃, 48 h（撹拌） 

 

4-8-2 シュレッダー裁断紙糖化液とワカメ芯茎部糖化液の濃縮混合糖化液 

のエタノール発酵における経時変化 

シュレッダー裁断紙糖化液とワカメ芯茎部糖化液の濃縮混合糖化液のエタノ

ール発酵における経時変化-1 を Fig. 4-2 に示す。5 パターンの混合糖化液のエタ

ノール発酵は、いずれも 3 日目までに急激にエタノール生成量が増大し、5 日目
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で最大エタノール生成量を示した。しかしそれ以降はエタノール濃度が上下せ

ずに、ほぼ横ばい状態にあった。その中でも、高エタノール生成量を示したの

は混合割合 6:4 の糖化液の発酵で、最大エタノール濃度 87.8 g/L となった。一方、

原液（シュレッダー裁断紙糖化液：ワカメ芯茎部糖化液=10:0）での発酵では、

最大エタノール濃度 53.7 g/L と低かった。また、混合割合 9:1 の糖化液の発酵で

エタノール濃度 49.2 g/L と最大エタノール生成量が最も低かった。ところが、混

合比が 8:2、7:3、6:4 と増加するに連れて、エタノール生成量が増大した。よっ

て、シュレッダー裁断糖化液とワカメ芯茎部糖化液を 7:3～6:4 の割合で混合す

ると、高エタノール生成量が得られ、ワカメ芯茎部を発酵原料に使用すること

の有効性が確認された。 
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Fig. 4-2 シュレッダー裁断紙糖化液とワカメ芯茎部糖化液の 

濃縮混合糖化のエタノール発酵における経時変化-1 
 

原料：シュレッダー裁断紙濃縮糖化液 (糖濃度 291 g/L)  
ワカメ芯茎部濃縮糖化液 (糖濃度 30.8 g/L)   

（Table 4-1  混合液のグルコース濃度-1 参照）  
糖化液濃縮倍率：シュレッダー裁断紙 5 倍 ワカメ芯茎部 10 倍 
使用機器：三方コック付き 500 mL 三角フラスコ、マグネテックスターラー  
発酵条件：攪拌、酵母菌体量 2 g、pH 7、30℃、～7 日間   

 

シュレッダー裁断紙糖化液とワカメ芯茎部糖化液の濃縮混合糖化液のエタノ

ール発酵における経時変化-2 を Fig. 4-3 に示す。本実験では、9 日間のエタノー

ル生成量の測定を行った。3 日目までに急激なエタノール生成量の増大を示し、

それ以降はほぼ横ばいであった。5 パターンの混合糖化液のエタノール発酵は、

いずれも 5 日目で最大エタノール生成量を示した。その中でも、混合比 7:3 の糖
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化液の発酵でエタノール濃度 95g/L と最大になった。混合比 6:4 の糖化液の発酵

でエタノール濃度 89.2 g/L となり、7:3 とほぼ同レベルの発酵収率を示した。し

かしながら、混合比が 5:5、4:6、3:7 とワカメ芯茎部の割合が高まるにつれて、

生成エタノール量が減少して行った。これらの結果から、シュレッダー裁断紙

とワカメ芯茎部の混合比は 7:3 または 6:4 が酵母によるエタノール発酵に最も良

い影響を与えることがわかった。 

 
Fig.4-3 シュレッダー裁断紙糖化液とワカメ芯茎部糖化液 

の濃縮混合糖化液のエタノール発酵における経時変化-2 
原料：シュレッダー裁断紙濃縮糖化液 (糖濃度 294 g/L)  

ワカメ芯茎部濃縮糖化液 (糖濃度 23.2g/L)   
（Table 4-2  混合液のグルコース濃度-2 参照）  

糖化液濃縮倍率：シュレッダー裁断紙、ワカメ芯茎部、各 5 倍 
使用機器：三方コック付き 500 mL 三角フラスコ、マグネテックスターラー  
発酵条件：攪拌、酵母菌体量 2 g、pH 7、30℃、～9 日間   
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4-8-3 3,000 mL 発酵のエタノール生成量の経時変化 

Jar Fermentor (3,000 mL)発酵のエタノール生成量の経時変化を Fig. 4-4 に示す。

本実験も 100 mL 発酵と同様に、3 日目までに急激なエタノール生成量の増大を

生成し、それ以降はほぼ横ばい状態にあった。発酵は７日間行った結果、最大

87.7 g/L のエタノール生成量を得た。発酵液の残グルコース量は、3 日目までに

急激に減少したが、全グルコースが消費されず、7 日目で 14.8 g/L のグルコース

量が残っていた。また、第 3 章において、原料シュレッダー裁断紙とした際の

エタノール生成量の経時変化は、発酵 3 日目が最大で、その後はエタノール量

が大きく減少した。一方、Fig. 4-2, 4-3, 4-4 に示すように、混合原料を使用する

と、エタノール生成量はピークを過ぎても大きな減少が観察されず、安定した

エタノール生成量を示した。 
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Fig. 4-4 3,000 mL 発酵液のエタノール生成量の経時変化 

 
原料：シュレッダー裁断紙、 ワカメ芯茎部   
初期グルコース濃度：235 g/L(混合割合 7:3)  各糖化液濃縮倍率 5 倍  
使用機器：Jar Fermentor (MBF , EYELA) 
発酵条件：撹拌、酵母菌体量 97 g、pH 7、30℃、7 日間  

 

 

4-8-4 ETS によるエタノール回収量の比較 

100 mL, 3,000 mL 発酵時の ETS エタノール回収量の比較を Table 4-3 に示す。

全生成エタノール量に対する回収エタノール量は、100 mL 発酵時に ETS が 2-5%

であったのに対して、3,000 mL 発酵時には 8%と増大した。本結果がスケールア

ップの影響か、窒素ガスのエアレーションの影響であるかは不明であり、今後

の検討課題である。 
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Table 4-3 100 mL, 3,000 mL 発酵における ETS エタノール回収率の比較 

  
100mL 発酵

ETS 
3,000mL 発酵

ETS 

ETS 捕集エタノール量/全エタノール量 (%) 2-5 8 
 

4-8-5 3,000 mL 発酵液の蒸留 

3,000 mL 発酵液に 2 回の蒸留操作を施し、精製エタノールを得た。各蒸留液

のエタノール濃度を Table 4-4 に示す。3,000 mL の糖化液は、発酵後に遠心して

酵母を除去すると、約 2800 mL の発酵液が残った。本発酵液を 1 次蒸留すると、

濃度 78.6%のエタノール液が得られた。78.6%のエタノール液を 2 次蒸留すると、

濃度 91.3%のエタノール液 331 mL が得られた。従って、発酵液中のバイオエタ

ノールの 90％以上を、蒸留により回収できることがわかった。 

         
Table 4-4 3000 mL 発酵液の蒸留によるエタノール濃度 

  １次蒸留 2 次蒸留 
エタノール濃度(%) 78.6 91.3 

 

4-9 考察 

 第 4 章は、文部科学省：東北マリンサイエンス拠点形成事業（新たな産業の

創成につながる研究開発）「三陸産ワカメ芯茎部の効率的バイオエタノール変換

技術開発と被災地復興への活用法の提案」に関する事業に組み込まれる形で、

研究を遂行した。 

第 3 章において、シュレッダー裁断紙を原料とする酵母発酵では、バイオエ

タノール生産量が安定しなかった。具体的には、Fig. 3-1, 3-2, 3-4 において、最

も発酵能が高かったのは C-19 株である。ところが、C-19 株の最大エタノール生

成量が発酵の度に大きく変動したこと、さらに、最大エタノール生成量を示し

た発酵日を超えると、エタノール生成量が大きく減少していく等の傾向が見ら
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れた。筆者は C-19 株の発酵活性が不安定である原因が、原料に問題があると考

えた。シュレッダー裁断紙の成分は、ほぼ炭素源―この場合はセルロース―の

みであり、窒素源・ミネラル他の微量成分を含有していないため、発酵中の酵

母活性の不安定性に繋がった可能性が高いと判断した。酵母は発酵液中の栄養

分―この場合はセルロース分解物であるグルコース―を消費し尽くすと、栄養

分として主代謝産物であるエタノールを資化し始めることが、上記の現象を誘

因したものと考えた。 

そこで、第 4 章ではワカメ芯茎部を混合した原料を調製して、C-19 株による

発酵を行った。Fig. 4-2, 4-3, 4-4 に示すように、最大エタノール生成量が一定化

したこと、さらに最大エタノール生成量に成った発酵日を超えても、エタノー

ル生成量が減少しない等の、C-19 株の発酵活性による充分な安定化が見られた。

原料のシュレッダー裁断紙にワカメ芯茎部を加えた混合原料は、酵母の生育に

必要な栄養源を含有しているため、発酵中にも酵母が増殖することで、発酵活

性の著しい増減を防いでいると考える。また、Fig. 4-4 に示すように、C-19 株は

発酵によりグルコースを消費し尽くすことは無かった。ワカメ糖化物中にグル

コース以外で酵母の栄養源となる成分が存在し、発酵液中で生産されたエタノ

ールを栄養源とすることが無かったため、エタノール生産量が安定化したもの

と考える。 

ワカメ養殖加工業の廃棄物である芯茎部を利用したエタノール生産はこれま

で、報告されていないため、新規有効利用としての期待が大きい。ワカメ芯茎

部は固く、これまで微粉末化は困難であったが、第4章で開発した前処理方法に

より、芯茎部の微粉末化が可能となった。ワカメ芯茎部を微粉末化したことで、

硫酸処理の必要が無くなり、原料の表面積増大による酵素反応効率が向上して、

糖化が平易となった。さらに、発酵中に受ける酵母ストレスの大きな部分は、
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生成エタノールである。エタノールが増加すると共に酵母は弱化する可能性が

高いが、第4章の実験ではその現象が観察されなかった。この要因として、ワカ

メには稲わらや廃材木のような陸上植物に見られるリグニン・ペクチンが含ま

れないことが推定される。リグニン・ペクチンを含む材料を発酵原料とした場

合、糖化及び発酵阻害を引き起こすことが知られている39)。さらに、リグニン・

ペクチン成分を除去するために前処理工程は煩雑となり、エタノール生産コス

トの増大に繋がるが、ワカメ等の海藻を利用する利点はここにあると考えてい

る。 

発酵を100 mLから3,000 mLにスケールアップしても、約90 g/Lとほぼ同レベル

のエタノール生成能を達成できた。産業レベルのパイロットプラントを想定し

た各プロセスの検証も、本実験である程度確認できたと判断している。次に、

バイオエタノールは蒸留することで精製エタノールを製造することができた。

しかし、発酵液中には酵母や原料残渣が含有されているため、効率的な蒸留を

妨げている。酵母は遠心により分離したが、原料残渣は除去できず、そのまま

蒸留工程を施した。Table 4-4に示すように、１次蒸留、２次蒸留ともにエタノー

ルの精製率が高く無かったのは原料残渣の存在に起因していると思われる。そ

こで蒸留物を、発酵液―エタノール系から水―エタノール系への変換を試みた。

具体的には、発酵終了後に、Jar Fermentorにエアレーションを施し、接続したETS

内の水へエタノールの移動を試みた。このETSシステムの実験は、温度とエアレ

ーション強度を変化させて解析中である。短時間で発酵液中のバイオエタノー

ルの大半が、ETS内の水中に溶解することが観察されたため、今後の蒸留が平易

化されると考えている（本ETSシステムは特許出願を検討しているため、博士論

文での詳細な記載は遠慮させていただくことにします。） 
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5-1 結論 

 本博士論文は、都市から発生する様々な未利用バイオマスを利用し、海洋由

来酵母を用いて発酵させ、効率的なバイオエタノール生産を行うための技術開

発を目的とした。第 1 章では、本研究の背景とその目的・意義を述べた。 

第 2 章では、都市で発生する未利用バイオマスの原料化として、ビール粕、

茶殻、シュレッダー裁断紙を選択した。各バイオマスの前処理・糖化工程を検

討した。ビール粕では、0.8%水酸化ナトリウムと 1%硫酸の併用法、茶殻では 3%

硫酸法で前処理を行った後、セルラーゼによる糖化処理で、原料重量の約

30%(w/w)をグルコースに変換した。さらに、シュレッダー裁断紙の前処理には

酸アルカリを使用せずに、セルラーゼ・α-アミラーゼによる糖化のみで、原料

重量の 76%をグルコースへ変換することができた。 以後は、原料としてシュレ

ッダー裁断紙を用いた研究を遂行した。 

第 3 章ではシュレッダー裁断紙の濃縮糖化液を利用したエタノール発酵を行

った。海洋由来酵母である C-19 株は資化スペクトルが広く、グルコースからの

高エタノール発酵能を持っていた。同定の結果、C-19 株は Saccharomyces 

cerevisiae であることがわかった。シュレッダー裁断紙の糖化液を C-19 株で発

酵した処、最大で 122.5 g/L のバイオエタノールを生産することができた。しか

し、エタノール生産能は安定していなかった。固定化酵母（C-19 株）を調製し、

連続的なバイオエタノール生産を行った処、80-85 g/L のバイオエタノールを生

産することができた。 

 第 4 章ではシュレッダー裁断紙とワカメ芯茎部の混合濃縮糖化液を利用した

エタノール発酵を行った。シュレッダー裁断紙とワカメ芯茎部の糖化液を 5 倍

濃縮した後に 7:3 で混合すると、安定的にバイオエタノール生産が可能な原料を

調製することができた。混合原料を用いて、海洋由来酵母C-19株による 3,000 mL
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発酵を行い、87.7 g/L のバイオエタノールを生産することができた。さらに発酵

液からの気化エタノールを回収するために、Jar Fermentor に ETS を接続した。

ETSにより43.0 g/Lのバイオエタノールを回収することができた。Jar Fermmentor

の 3,000 mL 発酵液と ETS 液を蒸留して、91.3%の精製エタノール 331 mL を製造

することができた。さらに、発酵終了後に Jar Fermentor を 30-70℃に保温して、

エアレーションするとエタノール気化が誘因され、発酵バイオエタノールの大

半量が ETS 水へ移動したため、エタノール精製を水-エタノール液の蒸留系へと

効率化することができた（特許出願検討中のため、詳細は記載せず。） 

 以上、本研究により、廃棄物系バイオマスとして、シュレッダー裁断紙とワ

カメ芯茎部の混合液を原料として、海洋由来酵母 C-19 株の発酵により、安定的

に高濃度バイオエタノールを生産した。さらに、Jar Fermentor に ETS を接続す

ることで、高効率なバイオエタノール生産を実現することができた。 

 

5-2 展望 

 本博士論文における研究成果は、東北マリンサイエンス拠点形成事業（新た

な産業の創成につながる技術開発）「三陸産ワカメ芯茎部の効率的バイオエタ 

ノール変換技術開発と被災地復興への活用法の提案」に還元予定である。具体

的には、平成 26 年 4 月以後に、本研究・第 4 章にて確立した原料調製、前処理、

糖化、発酵、蒸留の全工程条件を用いて、筆者がサッポロビール（株）価値創

造フロンティア研究所にて、30 L Jar Fermentor を用いたバイオエタノール生産を

行う計画である。Fig. 5-1 にサッポロビール（株）価値創造フロンティア研究所

研の Jar Fermentor (30 L)（全景写真）を示す。 
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さらに、筆者は精製エタノールの商品化を計画している。現段階では精製エ

タノールを殺菌剤（非医薬系）として販売することを仮定して、製造費用を試

算して、商品価格を決定する予定である。 

 

 

Fig. 5-1 サッポロビール（株）価値創造フロンティア研究所研の 
Jar Fermentor (30 L) （全景写真） 

平成 27 年 4 月以後に、筆者は岩手大学釜石サテライトにて、バイオエタノール

生産用パイロットプラントの建設に着手予定である。Fig. 5-2 にバイオエタノー

ル生産パイロットプラント概要図を示す。本プラントを使用して、殺菌用アル

コールおよび燃料用アルコールの生産を予定している。 

以上、本技術を東北マリンサイエンス拠点形成事業に導入することが、被災

地における新たなる産業創成の一助となることを期待する。 
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Fig. 5-2 岩手大学釜石サテライトに建設予定の 
バイオエタノール生産パイロットプラント 
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