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(57)【要約】
【課題】木質バイオマスを原料とした微生物による糖化
発酵システムにおいて、酵素を再利用してコストを低減
させるとともに、五炭糖の蓄積による糖化率の低下を回
避して、高い生産性で発酵生成物を得ることのできる糖
化発酵システムを提供する。
【解決手段】木質系バイオマスを原料として、セルラー
ゼ、ヘミセルラーゼ及び微生物を加えて糖化発酵を行っ
て糖化発酵液を得る第一の工程、該糖化発酵液から蒸留
により生成物を分離する第二の工程、該蒸留残渣に含ま
れる五炭糖を生物学的に発酵する第三の工程、該五炭糖
発酵液を糖化発酵工程に戻す第四の工程を有することを
特徴とする糖化発酵システム。
【選択図】　図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　セルロースを含む木質系バイオマスを原料とする糖化発酵システムにおいて、該木質系
バイオマス原料含有液にセルロース分解酵素、ヘミセルロース分解酵素及びアルコール発
酵微生物を加えて併行糖化発酵反応を行う糖化醗酵反応工程、該糖化発酵反応工程からの
反応液を生成アルコール含有液体留分と、セルロース分解酵素、ヘミセルロース分解酵素
、アルコール発酵微生物及び木質系バイオマス原料由来の各種物質を含有する蒸留残渣留
分とに分離する蒸留分離工程、該蒸留残渣留分中に含まれる木質系バイオマス原料由来の
五炭糖物質をアルコール発酵させる五炭糖発酵反応工程を有し、少なくとも、該五炭糖発
酵反応工程から得られる反応生成物質を、前記蒸留残渣留分に随伴されてきている酵素分
と共に前記糖化醗酵反応工程に循環供給することを特徴とする、木質バイオマスを原料と
する糖化醗酵システム。
【請求項２】
　前記糖化醗酵反応工程におけるセルロース分解酵素とアルコール発酵微生物は、セルラ
ーゼとエタノール酵母であることを特徴とする請求項１記載の木質バイオマスを原料とす
る糖化醗酵システム。
【請求項３】
　前記五炭糖発酵反応工程は、五炭糖資化能を有する酵母、大腸菌、乳酸菌、カビ類等か
ら選ばれる微生物による生物学的五炭糖発酵反応を行う工程であることを特徴とする請求
項１又は２に記載の木質バイオマスを原料とする糖化醗酵システム。
【請求項４】
　前記微生物は、固定化微生物であることを徴とする請求項３に記載の木質バイオマスを
原料とする糖化醗酵システム。
【請求項５】
　前記蒸留分離工程は、減圧蒸留装置を用いた工程であることを特徴とする請求項１～４
のいずれか１項に記載の木質バイオマスを原料とする糖化醗酵システム。
【請求項６】
　前記糖化醗酵反応工程と前記蒸留分離工程の間に固液分離工程が配置され、前記糖化醗
酵反応工程からの反応液中のアルコール含有液体留分は蒸留分離工程に送られ、固形分含
有留分は前記糖化醗酵反応工程に循環供給されることを特徴とする請求項１～５のいずれ
か１項に記載の木質バイオマスを原料とする糖化醗酵システム。
【請求項７】
　前記蒸留分離工程と前記五炭糖発酵反応工程の間に固液分離工程が配置され、前記蒸留
分離工程からの蒸留残渣留分中の五炭糖及び酵素を含有する液体留分は前記五炭糖発酵反
応工程に供給され、固形分含有留分は前記糖化醗酵反応工程に循環供給されることを特徴
とする請求項１～６のいずれか１項に記載の木質バイオマスを原料とする糖化醗酵システ
ム。
【請求項８】
　前記五炭糖発酵反応工程と前記糖化醗酵反応工程の間に、固液分離工程が配置され、前
記五炭糖発酵反応工程からの反応液中の五炭糖発酵反応生成物質含有液体留分は前記糖化
醗酵反応工程に供給され、固形分含有留分は前記五炭糖発酵反応工程に返還されることを
特徴とする請求項１～７のいずれか１項に記載の木質バイオマスを原料とする糖化醗酵シ
ステム。
【請求項９】
　前記糖化醗酵反応工程に供給される木質系バイオマス原料を予め殺菌処理する殺菌処理
工程が配置されていることを特徴とする請求項１～８のいずれか１項に記載の木質バイオ
マスを原料とする糖化醗酵システム。
【請求項１０】
　前記糖化醗酵反応工程に供給される木質系バイオマス原料を予め糖化処理する予備糖化
工程が配置されていることを特徴とする請求項１～９のいずれか１項に記載の木質バイオ
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マスを原料とする糖化醗酵システム。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、セルロースを含む木質系バイオマスを原料として糖化し、アルコール発酵さ
せる糖化発酵システムにおいて、糖化と発酵を同時に行う糖化発酵システムに関する。
【背景技術】
【０００２】
　セルロースを含む木質系バイオマスを原料とし、酵素や微生物を添加して、糖化や糖化
発酵を行って糖液や発酵液を得る方法は多く実施されている。
　また、一般に酵素が高価であるため、発酵液を酵素の分解点よりも低い温度で蒸留し、
酵素を含む残渣反応溶液を回収して再利用する方法も提案されている（例えば、特許文献
１参照）。
【０００３】
　古くは、エタノールの生産は、基質としてのセルロースに対してセルラーゼを反応させ
てセルロースを酵素的にグルコースへ糖化する工程、次にグルコースをエタノール酵母に
よってエタノールを生ずる工程が用いられていた。しかし、この方法では、糖化が進行す
るに従って糖化反応が遅くなる欠点があり、特許文献２では糖化と発酵を同時に行い、か
つ、反応の律速となるセロビオースの発酵を促進させる方法が提案されている。
【０００４】
　一方、木質系バイオマスは、五炭糖（キシロース、アラビノースなど）及び六炭糖（グ
ルコース、ガラクトース、マンノースなど）を構成単位とするヘミセルロースと、グルコ
ースを構成単位とするセルロースを含んでいる。通常、糖質をエタノールに変換する微生
物として知られている酵母は、六炭糖を資化することはできるが、五炭糖を資化すること
はできない。このため、溶液中に五炭糖が残留してしまうという問題があったが、このよ
うに残留してしまう五炭糖の利用方法も提案されている(例えば特許文献３～６参照)
【０００５】
【特許文献１】米国特許第４００９０７５号公報
【特許文献２】特開平０５－２０７８８５号公報
【特許文献３】特開２００６－８７３５０号公報
【特許文献４】特開２００４－３３７０９９号公報
【特許文献５】特開２００７－２０２５１７号公報
【特許文献６】特開昭６２－５５０９３号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　特許文献１では、高価な酵素を再利用できるが、五炭糖の利用方法が開示されていない
。このため、生産物を除去した未反応物等を含む残留液を循環利用し続けると、溶液中の
五炭糖濃度が上昇していまい、酵素の生成物阻害により木質系バイオマスの五炭糖を含む
領域の分解が阻害されてヘミセルロース部分の分解が進まないだけでなく、ヘミセルロー
スで覆われているセルロース部分の分解も進まないなど、原料全体の糖化率が減少すると
いう問題が発生する。
【０００７】
　特許文献２にも同時糖化発酵に関する記載があるが、五炭糖の処理方法については記載
されていない。
【０００８】
　特許文献３では、五炭糖を資化する微生物を共存させて五炭糖の変換を行っている。し
かしながら、一般的に五炭糖を資化する微生物は六炭糖をも資化するため、五炭糖と六炭
糖の共存下では、六炭糖の資化が優先して五炭糖を積極的に資化することができず、五炭
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糖の十分な変換が行われないという問題があった。また、特許文献２では、酵素による糖
化法を採用していないため、酵素の効率的な再利用法に関する技術についての開示はない
。
【０００９】
　また、特許文献４は、六炭糖を資化する微生物で発酵を行った後に、五炭糖を資化する
微生物で発酵を行うことで、五炭糖を有効利用する方法を開示している。しかしながら、
原料となる木質系バイオマスを糖化する方法としては、酸又はアルカリによる方法を選択
しており、酵素による糖化方法を採用していないので、特許文献３と同様、酵素の効率的
な再利用法に関する技術についての開示はない。
【００１０】
　また、特許文献５には、五炭糖と六炭糖の両方を資化する遺伝子組換え酵母を用いて、
まず六炭糖を発酵させ、次に五炭糖を発酵させてエタノールを生産させたのち、固液分離
によりエタノールと酵母を回収し、再利用する方法が開示されている。しかしながら、原
料となる木質系バイオマスを糖化する方法としては酸又はアルカリによる方法を選択して
おり、酵素による糖化方法は採用していないので、酵素の再利用時における生成物阻害を
回避する技術についての開示はない。
【００１１】
　特許文献６には、糖蜜を発酵する際に、発酵されないキシロースなどを異性化して原発
酵槽または別の発酵槽に送る方法が開示されているが、木質バイオマスを同時に糖化・発
酵する際の課題、解決方法については記載されていない。
【００１２】
　本発明は、従来技術の上記問題点に鑑みてなされたものであり、木質系バイオマスを原
料とし、セルラーゼを含む酵素とアルコール酵母とによって併行糖化発酵反応を行ってア
ルコールを生産するシステムにおいて、高価な酵素物質を循環利用することを可能ならし
めると共に、木質系バイオマス原料由来の五炭糖類をも併行糖化醗酵反応における原料物
質として利用することを可能ならしめて、高い生産性で発酵生成物を得ることのできる糖
化発酵システムを提供することを課題とするものである。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本発明者らは、前記のような従来技術の課題を解決するために鋭意検討した結果、酵母
と酵素を用いる併行糖化発酵反応液中に含まれている五炭糖類を、該糖化醗酵反応工程に
そのまま供給できる状態の反応生成物に変換して、該糖化醗酵反応工程に循環供給するシ
ステムを開発し、本発明を完成させたものである。本発明により、以下の糖化発酵システ
ムが提供される。
【００１４】
（１）セルロースを含む木質系バイオマスを原料とする糖化発酵システムにおいて、該木
質系バイオマス原料含有液にセルロース分解酵素、ヘミセルロース分解酵素及びアルコー
ル発酵微生物を加えて併行糖化発酵反応を行う糖化醗酵反応工程、該糖化発酵反応工程か
らの反応液を生成アルコール含有液体留分と、セルロース分解酵素、ヘミセルロース分解
酵素、アルコール発酵微生物及び木質系バイオマス原料由来の各種物質を含有する蒸留残
渣留分とに分離する蒸留分離工程、該蒸留残渣留分中に含まれる木質系バイオマス原料由
来の五炭糖物質をアルコール発酵させる五炭糖発酵反応工程を有し、少なくとも、該五炭
糖発酵反応工程から得られる反応生成物質を、前記蒸留残渣留分に随伴されてきている酵
素分と共に前記糖化醗酵反応工程に循環供給することを特徴とする、木質バイオマスを原
料とする糖化醗酵システム。
【００１５】
（２）前記糖化醗酵反応工程におけるセルロース分解酵素とアルコール発酵微生物は、セ
ルラーゼとエタノール酵母であることを特徴とする（１）項記載の木質バイオマスを原料
とする糖化醗酵システム。
（３）前記五炭糖発酵反応工程は、五炭糖資化能を有する酵母、大腸菌、乳酸菌、カビ類
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等から選ばれる微生物による生物学的五炭糖発酵反応を行う工程であることを特徴とする
（１）項又は（２）項に記載の木質バイオマスを原料とする糖化醗酵システム。
（４）前記微生物は、固定化微生物であることを徴とする（３）項に記載の木質バイオマ
スを原料とする糖化醗酵システム。
（５）前記蒸留分離工程は、減圧蒸留装置を用いた工程であることを特徴とする（１）項
～（４）項のいずれか１項に記載の木質バイオマスを原料とする糖化醗酵システム。
【００１６】
（６）前記糖化醗酵反応工程と前記蒸留分離工程の間に固液分離工程（Ａ）が配置され、
前記糖化醗酵反応工程からの反応液中のアルコール含有液体留分は蒸留分離工程に送られ
、固形分含有留分は前記糖化醗酵反応工程に循環供給されることを特徴とする（１）項～
（５）項のいずれか１項に記載の木質バイオマスを原料とする糖化醗酵システム。
【００１７】
（７）前記蒸留分離工程と前記五炭糖発酵反応工程の間に固液分離工程（Ｂ）が配置され
、前記蒸留分離工程からの蒸留残渣留分中の五炭糖及び酵素を含有する液体留分は前記五
炭糖発酵反応工程に供給され、固形分含有留分は前記糖化醗酵反応工程に循環供給される
ことを特徴とする（１）項～（６）項のいずれか１項に記載の木質バイオマスを原料とす
る糖化醗酵システム。
【００１８】
（８）前記五炭糖発酵反応工程と前記糖化醗酵反応工程の間に、固液分離工程（Ｃ）が配
置され、前記五炭糖発酵反応工程からの反応液中の五炭糖発酵反応生成物質含有液体留分
は前記糖化醗酵反応工程に供給され、固形分含有留分は前記五炭糖発酵反応工程に返還さ
れることを特徴とする（１）項～（７）項のいずれか１項に記載の木質バイオマスを原料
とする糖化醗酵システム。
【００１９】
（９）前記糖化醗酵反応工程に供給される木質系バイオマス原料を予め殺菌処理する殺菌
処理工程が配置されていることを特徴とする（１）項～（８）項のいずれか１項に記載の
木質バイオマスを原料とする糖化醗酵システム。
【００２０】
（１０）前記糖化醗酵反応工程に供給される木質系バイオマス原料を予め糖化処理する予
備糖化工程が配置されていることを特徴とする（１）項～（９）項のいずれか１項に記載
の木質バイオマスを原料とする糖化醗酵システム。
【発明の効果】
【００２１】
　本発明の木質系バイオマスの糖化発酵システムによれば、糖化発酵反応液を酵素が不活
性化しない条件で発酵生成物から蒸留分離し、蒸留残渣分中に含まれている酵素分を糖化
醗酵工程及び／又は予備糖化工程に循環利用することで、高価な酵素を効率的に利用する
ことができる。
【００２２】
　また、前記蒸留残渣分中に含まれる五炭糖を生化学的反応及び／又は生物学的反応によ
り糖化醗酵工程に供給できる物質に変換するので、木質系バイオマス原料糖化醗酵反応工
程における未反応物質等をそのまま糖化醗酵反応工程に循環した場合に生起する五炭糖濃
度の上昇現象がなく、木質系バイオマス原料の糖化率が向上してアルコール生産性が高め
られた糖化発酵システムが構築されている。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２３】
　以下、本発明の木質系バイオマスの糖化発酵システムを、図面を参照して具体的に説明
する。但し、本発明は、木質系バイオマスを原料とする酵素による糖化発酵システムを広
く包含するものであり、以下の実施態様に限定されるものではない。
【００２４】
　図１は、本発明の木質系バイオマスの糖化発酵システムの基本実施形態を示す工程図で
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ある。
　図１に示す木質系バイオマスを原料とする糖化発酵システムにおいて、木質系バイオマ
ス原料調製工程１からの木質系バイオマス原料は経路（イ）を経由して糖化醗酵反応工程
２に供給され、同時にセルロース分解酵素と、アルコール酵母及び培地が糖化醗酵反応工
程２に供給されてセルロースの糖化とアルコール発酵とが同時に行われる。
【００２５】
　糖化醗酵反応工程２から得られる糖化醗酵反応液は、経路（ロ）を経由して減圧蒸留装
置からなる蒸留分離工程３に送られて生成アルコール留分と蒸留残渣留分とに分離され、
生成アルコール留分は経路（ニ）を経由してアルコール貯槽５に送られる。
　蒸留分離工程からの蒸留残渣留分は経路（ハ）を経由して五炭糖発酵反応工程４に送ら
れ、該反応工程に供給される五炭糖資化能を有する、たとえば酵母等の微生物によってア
ルコール発酵される。この際に、微生物培養に必要な培地も該五炭糖発酵反応工程に同時
に添加される。
　五炭糖発酵反応工程４からの反応液は、次いで、経路（ホ）を経由して糖化醗酵反応工
程に循環供給される。
【００２６】
　本発明の木質系バイオマス糖化醗酵システムは、上記したように、基本的には、木質系
バイオマス原料調製工程１→糖化醗酵反応工程２→蒸留分離工程３→五炭糖発酵反応工程
４→糖化醗酵反応工程２で一巡する循環系によって構成されており、該循環系内に五炭糖
発酵反応工程４を配置することによって、木質系バイオマス原料の転化率を向上させてア
ルコール収量を増大させるとともに、高価な酵素等の循環利用を可能とした商業的に価値
の高いアルコール等の生産システムである。
【００２７】
　本発明の木質系バイオマス糖化醗酵システムは基本的には上記した循環系によって構成
されているが、上記糖化醗酵システムをより一層商業的に価値の高いシステムとするため
に、図１に示す糖化醗酵システムは、さらに、以下の工程を付加したシステムとすること
ができる。
【００２８】
　まず、図２のシステムについて説明する。糖化醗酵反応工程２と蒸留工程３の間に、固
液分離工程（Ａ）を配置して糖化醗酵反応工程２からの反応液を、生成アルコールと使用
酵素等を含有する液体留分と、酵母や未反応物質等を含有する固形分含有留分とに分離し
、液体留分は経路（ヘ）を経由して次の蒸留工程３に送り、固形分含有留分は、経路（ト
）を経由して木質バイオマス原料調製工程１からの原料と一緒にして糖化醗酵反応工程２
に循環し、再利用する。
　固液分離工程（Ａ）からの液体留分は、蒸留工程４で蒸留されて生成アルコール分が経
路（ニ）を経て回収されアルコール貯槽５に貯蔵され、蒸留残渣留分は経路（ハ）から取
り出されて五炭糖発酵反応工程４に供給される。
　上記のような固液分離工程（Ａ）を配置することにより、糖化醗酵反応工程で使用され
た酵母を循環系の最初の段階で回収して循環利用できるので、酵母類の損失を少なくする
ことができるし、後段の蒸留分離工程の負荷を軽減することができる利点がある。
【００２９】
　次に、図３のシステムについて説明する。図２のシステムにおける固液分離工程Ａに代
えて、蒸留工程３と五炭糖発酵反応工程４の間に固液分離工程（Ｂ）を配置して蒸留分離
工程３からの蒸留残渣留分を経路（チ）から固液分離工程（Ｂ）に導入し、使用酵素等を
含有する液体留分と、未反応物質等を含有する固形分含有留分とに分離し、液体留分は経
路（リ）を経由して五炭糖発酵反応工程４に供給し、固形分含有留分は経路（ヌ）を経て
糖化醗酵反応工程に循環供給される。
　上記のような固液分離工程（Ｂ）を配置することにより、五炭糖発酵反応工程での被処
理液量を低減することができ、酵素や酵母による五炭糖の変換反応効率を高めることがで
きる。
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【００３０】
　次に、図４のシステムについて説明する。図２のシステムにおける五炭糖発酵反応工程
４と糖化醗酵反応工程２の間に固液分離工程（Ｃ）を配置して五炭糖発酵反応工程４から
経路（ル）により反応液を取り出して固液分離工程（Ｃ）に送り、五炭糖発酵反応に使用
した酵母、培地等を分離回収して経路（ワ）を経て循環再利用し、五炭糖変換発酵反応生
成物質は経路（ヲ）を経由して糖化醗酵反応工程２に供給する。固液分離工程（Ｃ）は図
１及び図３の経路（ホ）内に設けることもできる。
【００３１】
　また、必要に応じて、図１～図３のシステムにおける経路（ホ）内に、蒸留によりアル
コールを回収する蒸留分離工程を配置してアルコール成分を含まない蒸留残渣分のみを糖
化醗酵工程１に供給しても良い。
【００３２】
　また、木質系バイオマス原料調製工程１と糖化醗酵反応工程２の間に、該バイオマス原
料中の雑菌を除く殺菌工程７や、バイオマス原料を予備的に糖化する予備糖化工程６（図
５参照）を配置することができる。殺菌工程７は、雑菌により糖化された原料が消費され
て収量が低下することを防止する効果があるし、予備糖化工程６を設けることにより、糖
化醗酵反応工程における酵母による醗酵が促進される。
【００３３】
　以下、本発明の糖化醗酵システムを構成する各工程について詳細に説明する。
　本発明の投下醗酵システムにおいて、木質系バイオマス原料の調製工程に供給される木
質系バイオマス原料は、パルプを含むものであれば特に制限されず、パルプスラッジ、オ
フィス古紙、段ボール、雑誌、磁気用紙、感熱紙、アルミ貼合紙、フィルムコーティング
紙、衛生用品廃棄物又はこれら二つ以上を含む混合物である。
【００３４】
　原料として使用する木質系バイオマスに対しては、あらかじめ殺菌を行うことが好まし
い。木質系バイオマス原料中に雑菌が混入していると、後の工程で酵素による糖化を行う
際に雑菌が糖を消費して生成物の収量が低下してしまうという問題が発生する。
　殺菌工程は、酸やアルカリなど、菌の生育困難なｐＨに原料を晒す方法でも良いが、高
温下で処理する方法でも良く、両方を組み合わせても良い。酸、アルカリ処理後の原料に
ついては、中性付近、もしくは、糖化及び／又は糖化発酵工程に適したｐＨに調整した後
に原料として使用することが好ましい。また、高温殺菌した場合も、室温もしくは糖化発
酵工程に適した温度まで降温させてから原料として使用することが好ましい。このように
、温度やｐＨを調整してから原料を送り出すことで、好適ｐＨ、好適温度外に酵素が晒さ
れて、失活することを防ぐことができる。
【００３５】
　また、ここで殺菌する木質系バイオマスは、先に記載した原料そのままでも良いが、離
解処理などを行ってパルプ化したものであっても良い。パルプ化処理をすることで、セル
ロース分のロスが発生することもあるが、パルプ化により、セルロースが水分を含んで膨
潤し、糖化発酵工程での酵素との反応が良くなるという利点がある。酵素との反応性が良
くなると、糖化発酵に要する時間を減らすことができて、生産物の収穫量が増加したり、
糖化醗酵のための設備を縮小させることができる。
【００３６】
　本発明の糖化醗酵システムにおける糖化発酵反応工程では、前記原料に、適度な水分と
酵素、発酵に必要なアルコール酵母等の微生物を投入し、攪拌分散させて木質バイオマス
の繊維をほぐしてスラリー状とし、酵素により可溶化したグルコースなどの六炭糖を微生
物により発酵させて、発酵生成物を得る。
　原料の濃度は、１０～３０質量％であることが好ましい。１０質量％未満であると、最
終的に生産物の濃度が低すぎて生産物の濃縮のコストが高くなるという問題が発生する。
また、３０質量％を超えて高濃度となるにしたがって、原料の攪拌が困難になり、生産性
が低下するという問題が発生する。
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【００３７】
　糖化醗酵反応工程で使用するセルロース分解酵素は、セロビオヒドロラーゼ活性、エン
ドグルカナーゼ活性、ベータグルコシダーゼ活性を有する、所謂セルラーゼと総称される
酵素である。
　糖化醗酵反応工程で使用するもう一つの酵素であるヘミセルロース分解酵素は、キシラ
ン分解酵素、マンナン分解酵素、ペクチン分解酵素、アラビナン分解酵素などの一連のヘ
ミセルロース分解酵素のうちから選ばれる少なくとも一つの酵素である。
　セルロース分解酵素とヘミセルロース分解酵素は、夫々を適宜の量で添加しても良いが
、市販されているセルラーゼ製剤には、上記した各種のセルラーゼ活性を有すると同時に
、ヘミセルラーゼ活性も有しているものが多く、市販のセルラーゼ製剤を用いれば良い。
【００３８】
　市販のセルラーゼ製剤としては、トリコデルマ（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）属、アクレ
モニウム属（Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ）属、アスペルギルス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）属
、ファネロケエテ（Ｐｈａｎｅｒｏｃｈａｅｔｅ）属、トラメテス属（Ｔｒａｍｅｔｅｓ
）、フーミコラ（Ｈｕｍｉｃｏｌａ）属、バチルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）属などに由来す
るセルラーゼ製剤がある。このようなセルラーゼ製剤の市販品としては、全て商品名で、
例えば、セルロイシンＴ２（エイチピィアイ社製）、メイセラーゼ（明治製菓社製）、ノ
ボザイム１８８（ノボザイム社製）、マルティフェクトＣＸ１０Ｌ（ジェネンコア社製）
等が挙げられる。
　原料固形分１００質量部に対するセルラーゼ製剤の使用量は、０．５～１００質量部が
好ましく、１～５０質量部が特に好ましい。
【００３９】
　反応条件はｐＨが４～７が好ましい。温度は２５～５０℃が好ましく、３０～４０℃が
さらに好ましい。糖化醗酵反応は、連続式が好ましいが、バッチ方式でも良い。糖化発酵
反応時間は、酵素濃度によっても異なるが、バッチ式の場合は１０～２４０時間、さらに
好ましくは１５～１６０時間である。連続式の場合も、平均滞留時間が、１０～１５０時
間、さらに好ましくは１５～１００時間である。
【００４０】
　糖化発酵反応工程の前に木質系バイオマス原料の予備糖化工程を設置することができる
。このような予備糖化工程における原料の濃度、使用する酵素及びその量については糖化
発酵反応工程で説明した条件を採用することができる。たとえば、ｐＨは４～７が好まし
い。反応温度は３０～６０℃が好ましく、３５～５０℃がさらに好ましい。反応工程は、
連続式が好ましいが、バッチ方式でもよい。糖化時間は、酵素濃度によっても異なるが、
バッチ式の場合は０．５～７２時間、さらに好ましくは２～４８時間である。連続式の場
合も、平均滞留時間が、０．５～４８時間、さらに好ましくは１～２４時間である。
【００４１】
　発酵用に用いられる微生物としては酵母などが用いられ、培地などを同時に添加しても
良い。酵母としては、特許文献３、４などに記載される周知の酵母、例えばサッカロミセ
ス・セラビシエなどが使用できる。
　また、微生物は固定化しておいてもよい。微生物を固定化しておくと、次工程に微生物
を液と共に送り出して再回収するという工程を省くことができるか、少なくとも回収工程
にかかる負担を軽減することができるし、微生物をロスするリスクを軽減することもでき
る。また、微生物を固定化するほどでのメリットはないが、凝集性のある微生物を選択す
ることにより微生物の回収を容易にすることができる。
【００４２】
　糖化発酵反応生成物は、蒸留工程で水分から分離できるもの、すなわち沸点が水よりも
低いメタノール、エタノール、ブタノールなどの低級アルコールであることが好ましい。
　蒸留工程では、減圧蒸留装置により発酵生成物が蒸留分離される。減圧下では低い温度
で発酵生成物を分離できるため、酵素の失活を防ぐことができる。減圧蒸留装置としては
、ロータリーエバポレーター、フラッシュエバポレーターなどを用いることができる。
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　蒸留温度は２５～６０℃が好ましい。２５℃未満であると、生成物の蒸留に時間がかか
って生産性が低下する。また、６０℃より高いと、酵素が熱変性して失活してしまい、新
たに追加する酵素量が増加するため経済性が悪化する。
　蒸留後の蒸留残渣留分中に残る発酵生成物濃度は０．１質量％以下であることが好まし
い。このような濃度とすることによって、後段の固液分離工程において固形物とともに排
出される発酵生成物量を低減することができ、収率を向上させることができる。
【００４３】
　前記した糖化発酵反応工程においては、セルロースに由来する六炭糖、即ち、グルコー
スと、ヘミセルロースに由来する六炭糖、即ち、マンノース、ガラクトースなどがアルコ
ール発酵されるが、ヘミセルロースに由来する五炭糖、即ち、キシロース、アラビノース
は未反応のまま残留する。
　従って、前記蒸留工程で得られる蒸留残渣留分中には五炭糖類と酵素が含まれている。
このような五炭糖類は、五炭糖発酵反応工程でアルコール発酵される。
【００４４】
　五炭糖を発酵させる微生物としては、例えば酵母、大腸菌、乳酸菌、カビなどの野生株
や五炭糖資化能を付与した遺伝子改変微生物を用いることができる。五炭糖がキシロース
である場合には、キシロースをエタノールに発酵する微生物として、ピシア属に属する天
然酵母菌である、ピシア・スチピシスが代表的なものとして例示される。その他、キャン
ディダ・シェハタエ、キャンディダ・ユーティリスなども使用できるがが、サッカロミセ
ス・セレビシエに遺伝子組み換えしたものや大腸菌に遺伝子組み換えしたものを用いるこ
とも可能である。
【００４５】
　微生物は固定化しておいてもよい。固定化することで、微生物を高密度で維持すること
ができ、反応効率が向上することによって反応時間を短縮することができる。また、栄養
条件を適切に設定すれば、反応効率を維持しつつ、反応液を予備糖化工程及び／又は糖化
発酵工程に戻す際に流出する微生物量を低く抑えることができ、生産性を向上させること
ができる。
【００４６】
　前記五炭糖発酵反応液は、糖化発酵反応工程に供給される。木質系バイオマス原料を前
処理する予備糖化工程を採用する場合には、予備糖化工程のみに供給してもよいし、予備
糖化工程と糖化発酵反応工程の両方に供給することもできる。五炭糖発酵反応液を、予備
糖化工程及び／又は糖化醗酵反応工程に供給する前に、固定化酵素や生成物を分離するた
めの固液分離工程を設置して、分離された液体留分のみを予備糖化工程及び／又は糖化醗
酵反応工程に供給し、固形分含有留分は五炭糖発酵反応工程に戻して再処理乃至再利用す
ることもできる。
【００４７】
　前記五炭糖発酵反応工程に送られる前記蒸留分離工程からの蒸留残渣留分を、予め固液
分離して液体留分のみを五炭糖発酵反応工程に送ることができる。この場合、分離される
固形分含有留分は木質系バイオマス原料中に混合して糖化醗酵反応工程において再処理す
ることができる。
　固液分離を行うことで、液体留分のみが五炭糖発酵反応工程に供されることになるため
、五炭糖発酵工程における攪拌が容易になり、攪拌動力の削減が可能となり、また反応効
率が向上することによって反応時間の短縮を図ることができる。さらに、五炭糖発酵反応
工程に用いた固定化酵素あるいは微生物を容易に回収することができ、再利用することが
できる。
【００４８】
　固液分離手段としては、ベルトフィルター、フィルタープレス、スクリュープレス、傾
斜エクストラクターなどのろ過手段や、デカンタなどの遠心分離手段を用いることができ
る。このような固液分離は、図１に示した固液分離工程１～固液分離工程３、木質系バイ
オマスの予備糖化工程を採用する場合は、予備糖化工程と糖化発酵反応工程の間の固液分
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離工程（図示していない）から選択した任意の箇所で行うことができる。
【００４９】
　それぞれの固液分離工程で分離される固形分含有留分は、それらの内容に応じて、糖化
発酵反応工程や原料の予備糖化工程、五炭糖発酵反応工程等に戻すことにより、未反応の
セルロースやヘミセルロース及び酵素や酵母等の物質が有効に利用されて糖化発酵収率を
高めることができる。
【００５０】
　分離された固形分含有留分のリサイクルを繰り返した場合、難反応性の固形物がシステ
ム内に蓄積して、反応槽内の流動性が低下し、糖化反応や発酵に悪影響を及ぼすことがあ
る。そのような状態となる場合には、必要に応じて、分離された固形分含有留分を予備糖
化工程や糖化発酵反応工程にリサイクルせずにシステム外に排出してもよい。
【実施例】
【００５１】
　以下、エタノールを製造する場合の実施例にしたがって本発明のシステムを具体的に説
明するが、本発明はこれらの実施例等によって限定されるものではない。
【００５２】
（実施例）
　図４に示す糖化醗酵システムにより木質バイオマスを原料とするエタノール生産を行っ
た。
　原料として、ＰＰＣ用紙を高濃度パルパーで離解し、遠心脱水して調製したＰＰＣパル
プを使用した。ＰＰＣパルプの水分含量は６４質量％であり、灰分含量は全固形分中１．
３質量％であった。
　酵素としては、ジェネンコア社製のセルラーゼ「マルティフェクトＣＸ１０Ｌ」（ろ紙
崩壊活性が１２０ＦＰＵ／ｍｌ）を使用した。
　エタノール発酵を行う微生物として酵母「イサチェンキア・オリエンタリス」（Issatc
henkia orientalis）を使用した。この酵母を、液体培地〔２質量％グルコース、１質量
％ＣＳＬ（コーンスティープリカー）、０．５質量％硫酸アンモニウム、ｐＨ４．５〕で
、１３０ｒｐｍで振とうしながら、２４時間３７℃で培養し、得られた菌体を発酵に供し
た。
【００５３】
　ここで、本明細書において「ろ紙崩壊活性」は、以下のＦＰＵの活性測定法によって測
定した値である。
　まず、濾紙（ワットマン社製の「Ｎｏ．１」）５０ｍｇを基質とし、これに酵素液０．
５ｍｌとクエン酸緩衝液（ｐＨ４．８、０．０５Ｍ）１.０ｍｌとを加え、５０℃で１時
間酵素反応を行う。その後、ジニトロサリチル酸試薬３．０ｍｌを加え、１００℃で５分
間加熱し発色させる。冷却後、これにイオン交換水又は蒸留水２０ｍｌを加え、５４０ｎ
ｍの波長で比色定量する。１分間に１μｍｏｌのグルコースに相当する還元糖を生成する
酵素量を１ユニット（ＦＰＵ）とした。
【００５４】
（１）糖化発酵反応工程
　糖化発酵反応工程は、５Ｌ容量の攪拌翼付培養槽を用いて行った。酵素を１２５ｇ、Ｐ
ＰＣパルプを７０４ｇ（有機分として２５０ｇ）、酵母を１×１０８ｃｅｌｌｓ／ｍｌ 
となるように加えた。また培地成分としてＣＳＬ（コーンスティープリカー）２５ ｇ、
硫酸アンモニウム１２．５ ｇ を加えた。さらに水を加えて全量を２．５ｋｇとした。ｐ
Ｈを４．５～５．５に調整し、１５０～２５０ｒｐｍで攪拌しながら、３７℃で３２時間
反応を行った。反応終了後、反応液の一部をとり、反応液中の固形分量を測定し、糖化率
を算出した。
【００５５】
　糖化率は以下のように算出した。
糖化率＝（供給した固形分－反応後の反応液中の固形分量）÷供給した固形分×１００
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【００５６】
（２）固液分離工程　
　得られた糖化発酵反応液について、遠心分離機を用い、１５００～２５００ｒｐｍで遠
心して固液分離を行った。固形分含有留分は糖化発酵反応工程に戻し、新たな１０質量％
分の基質とともに、次回の糖化発酵反応に供した。
【００５７】
（３）蒸留分離工程
　遠心分離機により得られた液体分中のエタノールは、フラッシュエバポレーター（東京
理化器械）を用いた蒸留工程で分離した。エタノールとともに、水分０．７ｋｇ も蒸発
させた。エタノール分離後の濃縮液のエタノール濃度は０．１質量％以下であった。蒸留
液のエタノール濃度をバイオセンサー（王子計測機器）で測定し、エタノール生産量を算
出した。
【００５８】
（４）五炭糖発酵反応工程
　蒸留工程より得られた蒸留残渣留分としての濃縮液を、キシロースを発酵できる遺伝子
組換え酵母サッカロミセス・セレビシエ（Saccharomyces cerevisiae）を用いた五炭糖発
酵反応工程に供した。濃縮液を三角フラスコに入れ、酵母を１×１０８ｃｅｌｌｓ／ｍｌ
　となるように加え、１００～１５０ｒｐｍで攪拌しながら、３０℃で３２時間反応を行
った。
【００５９】
（５）五炭糖発酵反応液をリサイクルする工程
　反応後、反応液を３０００ｒｐｍで遠心し、上清を糖化発酵反応工程に供給した。遠心
分離した菌体は五炭糖発酵反応工程に戻して次回の五炭糖発酵反応に再利用した。
【００６０】
　以上の（１）～（５）の各工程を１サイクルとして、１２サイクルの反応を行った結果
のエタノール生産量を表１に示す。
【００６１】
（比較例）
　実施例と同様に（１）～（３）の工程を行った後、蒸留工程で得られた濃縮液を前記工
程（４）、工程（５）で処理することなく、そのまま糖化発酵反応工程に戻した。糖化発
酵反応工程における固形分の増加速度が速く、６サイクル終了時で固形分濃度が１３質量
％となり、槽内の流動性が低下して新たな基質の供給が困難となったため、反応を終了し
た。６サイクル終了時の結果を表１に示す。
【００６２】
【表１】

【００６３】
　実施例では、糖化率が低下することもなく反応を継続でき、また、実施期間中に新たな
酵素を追加する必要もなく、酵素を再利用して高い糖化率を維持しながら反応を行うこと
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　比較例では、キシロースが変換されずに蓄積したため糖化発酵工程の固形分濃度がサイ
クルを重ねるごとに高くなり、槽内の流動性が低下して反応が継続できなくなった結果、
糖化率が低下しエタノール収量が低かった。
【産業上の利用可能性】
【００６４】
　本発明に糖化醗酵システムによれば、木質系バイオマスを原料として、セルラーゼ、ヘ
ミセルラーゼ及び微生物による糖化発酵反応により、高価な酵素を損なうことなく効率的
に循環利用して、高い糖化率、高収率で発酵生成物を得ることができるので、穀物由来の
バイオエタノールに代わる木質系バイオマス由来のバイオエタノールの生産分野に多大の
貢献をなすものである。
【図面の簡単な説明】
【００６５】
【図１】本発明の基本実施形態を示す工程図である。
【図２】本発明の一実施形態を示す工程図である。
【図３】本発明の一実施形態を示す工程図である。
【図４】本発明の一実施形態を示す工程図である。
【図５】本発明の一実施形態を示す工程図である。
【符号の説明】
【００６６】
１：木質系バイオマス原料調製工程、２：糖化発酵反応工程、３：蒸留工程、４：五炭糖
変換反応工程、５：アルコール貯槽、６：予備糖化工程

【図１】
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【図３】



(15) JP 2010-17084 A 2010.1.28

【図４】

【図５】
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