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研究成果の概要（和文）：リグノセルロース系バイオマスを原料としたバイオエタノール生産プロセスにおける
「前処理」「酵素糖化」およびその後の「精製」について、低エネルギー化を目指した技術の開発を行った。セ
ルロースモデルとしてタオルを用い、マイクロ波水熱処理により希硫酸を触媒としたセルロースの直接糖化での
最適条件を見出した。また、マイクロ波処理と高濃度硫酸含侵を組み合わせることにより、さらに直接糖化率が
向上することも明らかとした。一方、バイオエタノールの精製法について、環境低負荷な第三成分を添加した抽
出蒸留法により高濃度のエタノールを得られることも明らかとした。

研究成果の概要（英文）：To produce bioethanol at low cost and low energy, direct hydrolysis of 
cellulose (cotton towel) to glucose was investigated using microwave-assisted treatment. We found 
the optimal direct hydrolysis condition using diluted sulfuric acid as catalyst. Next, novel direct 
hydrolysis method for cotton towel was investigated using microwave combined with impregnation in 
concentrated fulsufic acid before the micowave treatment. This combination method proposed had some 
advantages such as higher hydrolysis glucose recovery yield and low input energy. Moreover,  
extractive distillation of bioethanol with addiive was investigated, ethanol was concentrated at 
high purity (98mol%).

研究分野： バイオマス変換工学

キーワード： リグノセルロース　バイオマス　加水分解　水熱処理　バイオエタノール　蒸留

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
リグノセルロース系バイオマスを原料としたバイオエタノール生産プロセスの実現に向けて、環境低負荷やコス
トダウンに繋がる研究の進展に寄与した。セルロースを酵素加水分解する方法の代替法として、水熱処理による
直接糖化法を開発し、また、バイオエタノールの精製法として環境低負荷な物質を添加する方法を見出した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
バイオエタノールを代表とする一般的な微生物発酵を用いた液体燃料製造プロセスは原料の

調達から始まり「前処理」「酵素糖化」「微生物発酵」「蒸留・無水化」の各ステップを経る。
原料にリグニンとセルロースから成るリグノセルロース系バイオマスを用いる場合、セルロー
スは強固なリグニンのネットワークに覆われており、セルロースへの酵素のアクセシビリティ
が妨げられるため、原料の微細化、解繊、リグニンの低分子量化および除去等の前処理が必須
である。上記の各プロセスの中で大きなコストを占めるのは、高温高圧、化学(劇)薬品の添加、
高電力料を要する「前処理」と高価な酵素を用いる「酵素糖化」、高電力料を要する「蒸留・
無水化」であり、とくに、「酵素糖化」は場合によっては全コストの半分以上を占めるといわ
れる。しかし、リグノセルロース系試料を原料とした場合には、これらのステップは避けて通
ることはできず、低環境負荷はもちろんのこと、低コスト・低エネルギーな技術の創出が求め
られる。そこで、本研究課題では、これら「前処理」「酵素糖化」および「蒸留・無水化」に
焦点を当て、低コスト・エネルギーな技術開発を目指すこととした。 
 
 
２．研究の目的 
(1) セルロース分解のための酵素使用量削減を目的とした「前処理」と「酵素糖化」を融合し
たマイクロ波水熱処理を用いた「糖化能を有する前処理」の開発 
 

(2) バイオエタノールの効率的精製を目的とした環境低負荷な添加剤を用いた抽出蒸留とプロ

セスシミュレーション 
 
 
３．研究の方法 
(1) セルロース分解のための酵素使用量削減を目的とした「前処理」と「酵素糖化」を融合し
たマイクロ波水熱処理を用いた「糖化能を有する前処理」の開発 
①マイクロ波水熱処理 
セルロースモデル物質として市販のタオルをカッターミルで粉砕して実験に用いた。本試料

をマイクロ波照射装置(Initiator＋，バイオタージジャパン(株))の専用反応試験管(10-20 ml 用)
に入れ，溶媒を 15 ml 添加し，所定の温度と時間についてマイクロ波処理を行った。マイクロ
波処理後は、遠心分離により上清と固形分に分離し、上清、固形分ともに乾燥機にて乾燥し、
重量を測定した。上清に含まれるグルコース量はムタロターゼ GOD 法により定量した。一方、
固形分はさらにセルラーゼ(メイセラーゼ，明治製菓ファルマ(株))により酵素糖化(酵素加水分
解)した。反応終了後は，遠心分離により固形分と上清を分離し、上清に含まれるグルコース量
をムタロターゼ GOD 法により定量した。 
②硫酸水溶液への含浸前処理 
マイクロ波水熱処理による効果向上のため、マイクロ波
水熱処理する前に試料を硫酸水溶液へ含侵する処理を併
用した。タオルを 0.5 g ビーカーにとり、20 ml の 36，
51 あるいは 55 wt%の硫酸水溶液に含浸したのち，遠心
分離して硫酸水溶液を取り除き，40 mlの水を添加した。
再び遠心分離をして上清を取り除き，固形分を実験に使
用した。 
③マイクロ波処理したタオルを用いた同時糖化発酵によ
るエタノール生産 
 マイクロ波処理したタオルを基質としてメイセラーゼ
と酵母を用いて同時糖化発酵法によりエタノールを生産
した。使用した基質は、51 wt%の硫酸水溶液にタオルを
30 分含浸後にマイクロ波処理 (処理条件は 180℃にて 3
分)したものを用い、生産されたエタノールの定量は高速
液体クロマトグラフィーにより行った。 
 
(2) バイオエタノールの効率的精製を目的とした環境低
負荷な添加剤を用いた抽出蒸留とプロセスシミュレーション 

図 1 抽出蒸留装置 



バイオエタノールモデルとして水・エタノール混合試料を作成し、エタノールは 3 段階に分
けて精製した。工程 1 では、蒸留装置で希釈混合物（5％体積）を 52％体積までに濃縮した。
工程 2 では、工程１で濃縮された混合物を、蒸留装置でその共沸点（96.3%体積）近くまでさ
らに濃縮した。 工程 3 では、環境に優しく無害な添加剤(塩、等)を添加し、共沸混合物を除去
し、純粋なエタノール（99.5％体積以上）とした。図 1 は、抽出蒸留装置のセットアップを示
す。 水・エタノール混合物を分離し、カラム（蒸留塔）に供給する添加剤の量を変更した。 塔
底を加熱することで試料液が蒸発し、蒸気は塔内を上方に移動し、上部で凝縮した。 液体が凝
縮してから、上部のバルブを閉じて液体を収集した。 採取したエタノール濃度は、密度、液体
ガスクロマトグラフィー及び 1H-NMR により測定した。 
 
４．研究成果 
(1) セルロース分解のための酵素使用量削減を目的とした「前処理」と「酵素糖化」を融合し
たマイクロ波水熱処理を用いた「糖化能を有する前処理」の開発 
①マイクロ波水熱処理によるタオルセルロースの直接糖化 
まずはじめに、水を溶媒として用いてタオルのマイクロ波処理をして，グルコースが可溶化

してくるのかを調べたところ(処理温度は 200℃、処理時間は 5 分)、グルコースはほとんど定
量されなかった。そこで、溶媒を 1 wt%の硫酸水溶液に置き換え，同条件にてマイクロ波処理
を行ったところ、タオル重量に対して 28.4%のグルコースが直接糖化されることがわかった。
そこで，この条件を中心に，触媒濃度，マイクロ波処理温度や時間を変化させ，より多くのグ
ルコースをマイクロ波処理により直接生産するための条件を探索した。また，直接産生するグ
ルコースと併せて，マイクロ波処理した後に残った残渣を酵素糖化して得られるグルコース量
も定量し，総合的に得られるグルコース量を調査した(図 2)。その結果，マイクロ波処理によ
り直接糖化されるグルコース量が最大であったのは，マイクロ波処理温度 200℃にて 7 分，溶
媒を 1 wt%の硫酸水溶液としたときであり，100 g のタオルから 28.9 g のグルコースが得られ

図 2  タオルのマイクロ波処理による直接糖化されたグルコース(□)、マイクロ波処理残差
固形分の酵素糖化により産生したグルコース(■)、マイクロ波処理後のその他の水可溶性物
質(■) 
(A) マイクロ波処理温度 200℃、溶媒として 1wt%硫酸水溶液、(B) 200℃、0.5 wt%硫酸水
溶液、(C) 200℃、0.25 wt%硫酸水溶液、(D) 180℃、1 wt%硫酸水溶液 



た。一方，タオルから得られるグルコー
スの総和量，すなわちマイクロ波処理に
より直接的に糖化されるグルコース量
とその処理残渣を酵素糖化して得られ
るグルコース量の総計については，マイ
クロ波処理温度 200℃にて 7 分，溶媒を
0.5 wt%の硫酸水溶液としたときにタオ
ル 100 g 当たり最大量 78.0 g(直接糖化
にて 27.9 g，酵素糖化にて 50.1 g)であ
った。以上の結果から，マイクロ波処理
によりタオルから直接グルコースを生
産できる条件を見出した。直接糖化によ
り酵素で加水分解するべき固形分が減
ったことで，固形分に対する酵素必要量
も削減できることへ繋がった。 

②高濃度硫酸水溶液への含浸前処理を組み合わせ
たマイクロ波処理によるタオルセルロースの直接
糖化 

 マイクロ波処理によるタオルの直接糖化量のさ
らなる向上を目指して，マイクロ波処理する前に
タオルを高濃度の硫酸水溶液に含浸した。36-55 wt%の高濃度の硫酸水溶液にタオルを含浸し，
これを非結晶化工程とした。この含浸前処理を組み合わせたタオルのマイクロ波処理によるグ
ルコースの直接糖化グルコース収率を図 3 に示す。含浸処理をしないタオルの直接糖化グルコ
ース量はマイクロ波処理温度 200℃、処理時間 7 分，1wt%の硫酸水溶液を溶媒として用いた
場合であり，タオル 100 g 当たり 28.9 g であったのに対し，51wt%の高濃度硫酸に含浸したタ
オルから得られる直接糖化グルコース量はタオル 100 g 当たり 29.2 g と同等であった。しかし、
この値を得たのは，マイクロ波処理温度は 200℃よりも 20℃低い 180℃においてであり，かつ

図 3  高濃度硫酸水溶液への含侵前処理

を組み合わせたマイクロ波水熱処理に

よるタオルの直接糖化 

図 4  51 wt%硫酸水溶液に含侵したタオルのマイクロ波処理による直接糖化されたグルコ

ース(□)、マイクロ波処理残差固形分の酵素糖化により産生したグルコース(■)、マイクロ

波処理後のその他の水可溶性物質(■) 



短時間の 3分の処理であった。これにより，51wt%の硫酸水溶液にタオルを含浸する前処理は，
マイクロ波処理により直接グルコースを得るための処理温度と時間の緩和に効果的であること
がわかった。さらに詳細にマイクロ波処理条件を変えて，直接糖化グルコース量，処理後の残
渣固形分を酵素糖化して得られるグルコース量およびこれらの総計を調査した(図 4)。この結果
より，タオルを 51wt%の硫酸水溶液に含浸(30 分)し，その後マイクロ波処理して最大の直接糖
化グルコース量を示したのは，200℃において 2 分処理した場合にタオル 100 g 当たり 30.9 g
であり，また，直接的に糖化されるグルコース量とその処理残渣を酵素糖化して得られるグル
コース量の総計についての最大量は，処理温度 180℃にて 3 分の処理であり，タオル 100 g 当
たり 74.2 g であった。以上のように，マイクロ波処理を行う前に試料を 51wt%ほどの高濃度の
硫酸水溶液に含浸することで，その後のマイクロ波処理にかかるエネルギーが緩和されること
が明らかとなった。 
 
③マイクロ波処理したタオルを用いた同時糖化発酵によるエタノール生産 

51wt%の硫酸水溶液にタオルを含浸し，マイクロ波処理(180℃にて 3 分)して得られるグルコ
ースおよび処理残渣に含まれるセルロースがバイオエタノールを生産する酵母の栄養源となり
うるかどうかを検証した。生産されるエタノール量の比較をするため，硫酸水溶液への含浸な
しのタオルを 200℃にて 7 分，0.5wt%の硫酸水溶液中でマイクロ波処理したものを基質(グル
コースの総生産量はタオル 100 g 当たり 78.0 g)としてエタノール発酵実験を行った。結果とし
て，エタノールの生産量は，マイクロ波処理の前に含浸をしたものはタオル 100 g 当たり 22.4 
g であり，一方で含浸をしないものでは，タオル 100 g 当たり 13.2 g であった。以上のことか
ら，51wt%の硫酸水溶液に含浸してマイクロ波処理したタオルから生成されるグルコースは，
エタノール発酵生産のための基質として利用できることがわかり，また，マイクロ波処理の条
件が穏やかなため，発酵を妨げる阻害物質が少ないため，含浸をせずにマイクロ波処理したタ
オルを基質とするよりも多くのエタノールが生産されたと考えられる。 
 
(2) バイオエタノールの効率的精製を目的とした環境低負荷な添加剤を用いた抽出蒸留とプロ
セスシミュレーション 
プロセスシミュレーション結果では、分離性能及びエネルギー消費の観点から、グリセリン

がより良い添加剤であった。 しかし、エタノール精製実験では、塩がより良い選択肢であるこ
とが明確となった。 これは、プロセスシミュレーションでは、水分子とイオン-間の強い相互
作用を適切に考慮することができなかったためである。 したがって、気液平衡におけるイオン
の影響を考慮した正確なモデルが必要であることが明らかとなった。現在、市販プロセスシミ
ュレーションにはそのようなモデルはなく、本研究成果からプロセスシミュレーションの改良
が必要であることがわかった。一方、エタノールの抽出蒸留の工程 3 について、塩を添加剤と
してエタノールがその共沸点（つまり約 89％モル）を超えて精製される条件を見出し、添加剤
はグリセリンの場合よりも少量で済むことがわかった。 
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