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1.はじめに 

 地球温暖化の対策として再生可能なエネルギーで

あるバイオマスの有効活用が注目されている．バイ

オマスエネルギーの一つであるバイオ燃料は、非枯

渇性資源としての化石燃料の代替物，またカーボン

ニュートラルであるクリーンエネルギーとして期待

されている．しかしながら，食用植物を原料とする

ため食糧価格の高騰などの問題も指摘されている．

そのため，本研究では廃棄物である使用済植物油を

利用し，微生物によるバイオディーゼル燃料(BDF)

化の検討を行いリサイクルエネルギーとしての適用

性について検討している． 

2.研究フレームおよび手法 

 バイオディーゼル燃料とは，生物由来油から作ら

れるディーゼルエンジン用燃料の総称である．一般

的には，植物油の油脂をメタノールと反応させてメ

チルエステル化したものを示す．BDF製造方法は各

種低産されているが，中でも「アルカリ触媒法」は

変換効率が高いことに加えて広く社会で用いられる

ことで知られる．しかしながら，生成プロセスが複

雑であり多量の廃液が出るなどの問題も指摘されて

いる．そのため，本研究では生成プロセスが容易か

つ廃液が少量である「生物系触媒法」による BDF製

造法について検討を行っている． 

生物系触媒法では，酵素剤(リパーゼ)が高コスト

であるという課題点がある．そのため，リパーゼ活

性を持つ微生物そのものの利用に着目した．これま

での研究より Rhizopus oryzae 9364が BDF生成に

有効であることが明らかとなっている 1)．本文では，

同微生物を用いた効率的な変換方法および、ディー

ゼルエンジンへの使用を目的とした使用済み植物油

の BDF大量変換について検討した結果について報告

する．表－１に代表的な BDF変換技術であるアルカ

リ触媒法と微生物触媒法の比較表を，本研究におけ

る分析方法を表－2にそれぞれ示す． 

 

 

3.研究の成果 

既往の研究より，リパーゼ加水分解活性測定値と

BDF変換効率には関連が認められることが明らかと

なっている．リパーゼ加水分解活性の高い培養条件

を明らかにすることを目的とし，Rhizopus oryzae 

9364を各種培養条件下で 33℃,3日間培養したのち

に酵素活性をそれぞれ求めることとした．なお，分

析においては菌体培養液を濾過し菌体ペレットと培

養液上清に分離している．酵素活性の測定において

は，35℃の反応槽で 1時間反応させ活性を測定した．

以上の作業を通じて，培養液の培地組成が酵素活性

に与える影響を明らかにした． 

(1)油分含有量による比較 

培養液に含まれるオリーブ油量をそれぞれ 0%、3%、

5%とした培養液でRhizopus oryzae 9364を培養し，

オリーブ油量が酵素活性に与える影響の検証を目的

とした事件を行った．培養液の培地組成を表－3に，

測定結果を図－1にそれぞれ示す．培養液中の油量

が 5%で菌体ペレットを用いたケースが最も高い活

性を示すことが明らかとなった．あわせて，培養液

上清は培養液中のオリーブ油量の増加に伴って活性

が低下する傾向が認められた． 

本実験で得られた結果は培養液中の油量が少ない

と，Rhizopus oryzaeは菌体外にリパーゼを多く生

産し，培養液中の油量が多いほど Rhizopus oryzae

は菌体内にリパーゼを保持するという報告と一致し

ている 2）． 

 

表―１ BDF変換技術とその特徴 

製造方法 長所 課題

実績豊富で処理も安定 生成プロセスが長くコスト高

材料が安価 数回の洗浄処理が必要

かつ入手が容易 副生成物(グリセリン)の発生

廃液が多量

高温下で行う

廃液が少量 反応時間が遅い

常温，常圧下で行える 酵素が高コスト

アルカリ
触媒法

生物系
触媒法
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表―２ 分析方法 

 

       表―３ 培地組成一覧(50mLあたり) 

 

 

 

 

 

 

           図－1 油分含有量による比較結果 

 

（2）廃油を用いた BDF大量変換実験 

 今回の検討で明らかとなった培養条件が廃植油の

BDF生成に有効であるかどうかの検証を目的とし，

本校学生食堂で使用された食用油(3L程度)の BDF変

換を実施した．変換に用いる Rhizopus oryzae 9364

の菌体ペレット作成には表－4に示す培地組成の溶

液を用い，容量 10Lのラボラトリーファーメンター

（LS-10，(株)千代田製作所）で 33℃，3日間培養し

た菌体懸濁液を菌体ペレット源として用いた． 

表―４ 大量培養向培地組成 

 

 

 

 

培養液の容量は７L とし，培養後に菌体ペレット

を 439.79g回収した．回収した菌体ペレットのリパ

ーゼ加水分解活性測定（35℃の反応槽で 1時間反応）

を行ったところ 60.8U/gの活性を確認することがで

き，BDF 変換に用いることとした．この菌体ペレッ

ト 300gと使用済食用油 3Lを用いて BDF変換実験を

行った．メタノール添加タイミングについては既往

の研究により 3段階添加が効果的であることが明ら

かとなっているため，本実験においても段階的にメ

タノールを添加して変換率の向上を図った．その結

果，55.6％の変換率を得た．より高品質な BDFとす

るため，さらに菌体ペレットを加えた 2回目の処理

を行った．2回目の処理では，Rhizopus oryzae 9364

の菌体ペレット作成には前回の培養と同条件におい

て 5Lの培養液で培養を行い，294.67gの菌体ペレッ

トを回収した．同様に菌体ペレットの活性を測定し

たところ 106.7U/gの活性を確認した．この菌体ペレ

ットと前回の培養で回収した菌体を合わせて約

400gを BDFへ 添加した．その結果，2回処理を行っ

た後の変換効率は 75.4％となった．また生成された

BDF から Rhizopus oryzae 9364 の菌体ペレットを

回収し，同様に酵素活性を測定した．酵素活性は

39.2U/g であり活性は低下しているものの，繰り返

し BDF変換への使用が期待できることが明らかとな

った． 

 

4.今後の展開 

現在，変換後の BDFを用いた農機具の稼動試験を

準備している．稼働試験時には，排気ガス中の NOx，

CO，ディーゼルスモッグ濃度の測定を行い，排気ガ

スの成分に関して軽油と微生物触媒法による BDFの

比較・評価を行う予定である．最終的には、建設現

場でのディーゼル機器の BDF使用による CO2削減効

果を求めることができればと考えている． 
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ポリペプトン 0.50ｇ 

酵母エキス 0.10ｇ 

MgSO4 0.05ｇ 
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ポリペプトン 1.0％ 

酵母エキス 0.2％ 

MgSO4 0.1％ 

大豆油 3.0％ 
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測定項目 測定方法

酵素活性
リパーゼ加水分解活性測定においてNaOHを基準
値であるpH=9.0に滴定し,コントロールとの差か
ら酵素活性(U/g,U/mL)を算出

Nox
(計画中）

検知管法により排気ガス中に含まれる窒素酸化
物の濃度(ppm)を測定

CO濃度
(計画中)

自動車車検時の検査機器であるBANZAIの「一酸
化炭素・炭化水素複合測定器　MEXA-324G」を用
いて排気ガス中に含まれるCO濃度を測定

ディーゼルスモッグ
(計画中)

自動車車検時の検査機器であるBANZAIの「黒煙
測定器　DSM-10」用いて排気ガス中に含まれる
ディーゼルスモッグ濃度を測定
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