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1. はじめに 

 近年，セルロース系バイオマス資源は食料と競合

しないバイオマス資源としての有効利用が注目さ

れており，糖化酵素を用いてエタノール発酵を行う

研究開発が盛んに実施されている。酵素糖化後に発

生する残渣は，多くの未糖化多糖類および再利用可

能な酵素を多く含んでいる。糖化残渣の有効利用法

にはメタン発酵や堆肥化などが挙げられ，エネルギ

ー収支の観点からこれらを組み入れたプロセス提

案が求められている。しかし，糖化残渣をメタン発

酵した知見は尐なく，セルロース系バイオマス単独

でのメタン発酵も実用化されていない。従って，セ

ルロース系バイオマスの酵素糖化を前処理として

位置付け，残渣をメタン発酵する新規プロセスの実

用化はセルロース系バイオマス資源のエネルギー

利用の多角化に対して大きな意義を有している。本

研究では，まずセルロース系バイオマスにおいてセ

ルロースおよびリグニンなど構成成分が異なる基

質を選択し，基質単独でのメタン発酵可能性の検討

を行った。各基質の嫌気性生分解性の把握を行った

後、その結果を基に酵素糖化による前処理について

検討を行い，メタン発酵特性の把握を目的とした。

嫌気性生分解性試験は，酵素処理等の前処理を行わ

ない条件における各基質の生分解性を評価した。ま

た，酵素糖化試験は，市販の酵素製剤を用いて各基

質の酵素糖化特性を評価した。 

2. 実験方法 

2.1 供試バイオマス及び植種汚泥

 本実験に供する基質は，Merck KGaA 社の微結晶

セルロース (コントロール基質)，本学の廃棄紙をシ

ュレッダー処理した古紙，もみ殻，きのこ廃菌床 

(以下，廃菌床) の 4 種類を用いた。各基質は，非食

品系バイオマスと定義可能であり，各々セルロース

の含有率が高いが構成成分や構造が異なるものを

選択した (表 1)。各基質の分析は，CODcr (以下，

COD) および TS，VS について下水道試験法に準じ

て測定した。また，セルロースおよびヘミセルロー

ス，リグニン，灰分の測定は，日本食品分析センタ

ーに委託した。セルロースおよびヘミセルロース，

リグニンは，D. A. T. Southgate らの方法に準じて測

定された。灰分は，直接灰化法により測定された。

植種汚泥には，新潟県長岡市の下水処理場から採取

した下水消化汚泥を使用した。 

2.2 嫌気性生分解性試験 

嫌気性生分解性試験は，容量 720 mLのバイアル瓶

を用いた。以下の全ての操作は，酸素を除いた窒素気

流下において行った。培地には，重炭酸ナトリウム (バ

イアル内最終濃度 1,000 mg/L)，酸化還元指示薬とし

てレサズリン酸ナトリウム  (バイアル内最終濃度  1 

mg/L)，無機塩類，微量元素類を用いた。植種汚泥は，

分散処理，脱酸素処理した 25mMのリン酸緩衝液 (pH 

7.0) による洗浄を施した後で用いた。試験基質は，バ

イアル内のCOD濃度が 3,000 mg-COD/Lとなるようにし

た。最後に，ゴム栓とアルミシールで密閉後，気相部を

窒素ガスでパージし，還元剤 (Na2S･9H2O) を加えた 

(バイアル内最終濃度 250 mg/L)。各培地の初期 pHは，

1Nの HClもしくは NaOHを用いて，全て 7.0±0.1に調

整した。バイアル瓶は 35℃の恒温槽に設置し，約 100 

strokes/min で振とうさせ，ガス発生量とガス組成を毎日

測定した。また，バイアル内の pHおよび VFA濃度は，

試験開始 1 日目から 11日目まで 2 日毎に測定した。 

2.3 酵素糖化試験 

 酵素糖化試験は，容量 122 mL のセラムバイアル

瓶を用いた。酵素糖化試験には， (株) 明治の酵素 

(セルラーゼ) 製剤 (Meiselase) を用いた。酵素濃度

は，系内において 0，3，15 g/L となるように添加し

た。各基質濃度は、実験系内において 2.5 g-VS/L (5% 

(w/v)) になるように設定した。実験系内は，50mM

酢酸緩衝液 (pH 5.0) と蒸留水で液量を調整した。ゴ

ム栓とアルミシールで密閉後，初期 pH は，1N の HCl

もしくはNaOHを用いて，全て 5.0に調整した。バイアル

瓶は 50 ℃の恒温槽に設置し，約 150 strokes/minで振

とうさせ，48 時間反応を行った。反応後，反応液はガ

ラス繊維ろ紙を用いてろ過し，得られた上清中の溶

解性全糖濃度をフェノール・硫酸法を用いて測定し

た。糖収率は，基質中のセルロースおよびヘミセル

ロースから，酵素製剤によって溶出したろ過液中の

全糖量を酵素糖化分として算出した。 

 

表 1 供試バイオマス組成 
項目 単位 微結晶セルロース 古紙 もみ殻 廃菌床

TS % (w/w) 98 96 87 41

VS % (w/w) 98 88 66 40

VS/TS 比 % (w/w) 100 91.7 76.4 98.3

mg-COD/kg-w.w. 914,000 1,080,000 808,000 533,000

mg-COD/g-VS 933 1,220 1,220 1,330

セルロース % (w/w) 98.0 76.2 31.6 17.3

ヘミセルロース % (w/w) 0 8.8 16.5 8.6

リグニン % (w/w) 0 3.4 17.0 5.0

灰分 % (w/w) 0 8.4 21.9 0.7

CODcr
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3. 実験結果及び考察 

3.1 嫌気性生分解性試験 

 各基質の最終メタン転換率 (%, input mg-COD) 

は，微結晶セルロース (90.2 %)，古紙 (65.1 %)，廃

菌床 (26.1 %)，もみ殻 (8.1 %) となった (図 1)。微

結晶セルロースおよび古紙は，セルロースを中心と

した基質で構成されているため，他の基質に比べメ

タン発酵が進行しやすかったことが示唆された 

(表 1)。また，各基質のメタン発酵過程における VFA

生成 は，微結晶セルロースの VFA (VFA 濃度 812 

mg-COD/L，プロピオン酸 95.3 %) が開始 5 日目で

他の基質と比較して高濃度に生成しており (図 1) ，

pH が 6.4 まで低下した。蓄積した VFA は，最終的

に分解が行われていた (VFA 濃度 2 mg-COD/L)。古

紙は，微結晶セルロースに比べ，VFA 生成およびメ

タン生成の増加が遅れて確認されたことから，加水

分解および酸生成の過程が律速段階になっていた

ことが示唆された。また，もみ殻および廃菌床は，

試験期間を通して VFA 生成が見られず (VFA 濃度 

0~2 mg-COD/L)，加水分解・酸生成が困難であった

ことが示唆された。これは，もみ殻および廃菌床中

の多糖類がメタン発酵の困難なリグニンと結合し

ていることが考えられた。従って，メタン転換可能

なセルロース，ヘミセルロースを如何にリグニンか

ら解砕して，溶解性 COD (単糖類) まで加水分解す

るかがメタン生成の効率化に対して重要となる。こ

のため，もみ殻および廃菌床は，前処理を施して加

水分解を促進する必要があることが示唆された。 

3.2 酵素糖化試験 

 各基質の糖収率 (g-溶解性全糖/g-基質中のセルロ

ースおよびヘミセルロース) は，添加酵素濃度が上

昇するに従って，増加する傾向が見られた (図 2)。

酵素無添加系 (0 g/L) は，各基質において糖収率が

低かったが，酵素添加濃度の増加に伴って，糖収率

も増加した。特に，古紙では，添加濃度 15 g/L にお

いて糖収率 72.3 %を得たため，古紙は酵素糖化のた

めの前処理の必要性が無いことが確認された。これ

は，紙の製造過程において脱リグニン処理 アルカ

リ処理 が行われているため，リグニンの結合が解

消されているためであると考えられた。紙は，種類

によってリグニン含有率も異なり，高くても新聞紙

の約 であるため，今回用いたシュレッダー処

理したオフィス発生古紙 (リグニン含有率 3.4 %)

の場合は，酵素糖化にリグニンの影響が小さく糖収

率の高い酵素糖化が行えたと考えられる。

 もみ殻および廃菌床も，添加濃度の増加に伴って，

糖収率の増加が見られたが，古紙ほどの収率は得ら

れなかった (酵素濃度 15 g/Lにおいて 17.4 %および

22.7 %)。これは，嫌気性生分解性試験と同様に，両

基質がリグニンと多糖類の結合によるものである

と考えられた。従って，さらなる糖収率の向上には，

リグニンの解砕を目的とした前処理導入の検討が

必要であることが示唆された。 

4. まとめ 

(1) セルロースやリグニンなどの構成成分や構造が 

異なるバイオマスを用いて嫌気性生分解性試験を

行った結果，メタン転換率は最大で微結晶セルロー

スが 90.2 %，最低でもみ殻が 8.1 %となった。セル

ロースおよび古紙は，メタン発酵の過程でプロピオ

ン酸を主とした VFA の生成が見られたが，最終的

に分解された。また，メタン転換率の低いもみ殻お

よび廃菌床は，VFA の生成も見られず，加水分解・

酸生成が困難になっていることが示唆された。 

(2) 酵素製剤による酵素糖化試験を行った結果，古 

紙は 72.3 %の高い糖収率を示したが，もみ殻および

廃菌床は，高い糖収率が得られなかった (25.8 %お

よび 22.8 %)。これらは，リグニンとの結合により

構造が強固になっているためであると考えられた。

従って，もみ殻および廃菌床の更なるメタン発酵の

効率化のためには，酵素糖化だけでなく，前処理導

入の検討が必要であると示唆された。 

 

 

 

図 1 嫌気性生分解性試験結果 

図 2 酵素糖化試験結果

土木学会第66回年次学術講演会(平成23年度)

 

-110-

 

Ⅶ-055

 


