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壊しその処理に因っている産業廃棄物をブタノ匝ル発  

酵の発酵牒瀾ほして使用できないか検討を行っている．  

Ishizakiらは，東南アジアの低湿地；附こ暮‡‡生してい  

るサゴヤシからデンプンを摘出した廃液（サゴデンプ  

ン廃液）が発酵原則として良好であることを明らかに  

した（Leeど£α～リ1995）．前羽乏で明らかにしたよう  

に焼酎蒸留廃液もまた，サゴヂンプン廃液同様」翼磯  

焼斜として使用できる．このように我々は′・迎の舷逓  

廃棄物や食品廃棄物がブタノ｝ル発酵の新しい原料に  

なることを明らかにしてきた，   

また一方．最終生産物阻審の軽減を目的として，近  

年適当な溶剤でブタノ…ルを細山しながら孝吉酵する帥   

巨ヨ   

アセトン・ブタノ叫ル発酵は戦前からの発酵技術で，  

既に工業化計れた技葡であるが，】．95掴三代以降の石油  

化学の発展とともにコスト魂争力を失って嚢遺した  

（Ⅰ。enZ and Moreil、a，】．980；Ross，1986；JolleS  

and WooこIs，1986；Voleskyど£α～．，柑81）．その  

埋1∧1〉lほ①原朋・のモラセスなどの農産物が石油に比べて  

測商な上，安盤供給にも不安を生じたこと②ブタノ叩  

ルによる強い生産物阻麿があり．生産性が低いこと蔑）  

ブタノ…ルを図版するのに蒸留のためのエネルギ…を  

必繋とすること，などである．我々は，近年環境を破  

＊ 九州大学大学院生物資源脚発科学研究科磯瀾化学」二学専攻微生物」二学研究倭   

＊＊九州大学大学院生物資練塀境科学研究科生物機能科学尊攻応脚数生物学溝塵微生q歓二1二学研究墨  

＊＊＊ 九州大学大学院戯学研究院生物機能科学部門応月新教生物学講座発酵化学研究室   

＊Laboratorさ′OrMicrobialrrechnology，Depa】・抽1e】－tOrFoodSciencealldTecl－1－0log・さr，Gl・adul  
aとe Schoolof Biol・eSOul、Ce and Bioenviro11mentalSci¢nCeS，iくyushu Uni＼rerSlty   
＊＊ 
rJaborato王1y Or丸4icrobial′Ilechnolog・y，Di、risioIlOr MicrobialScience a－1dl、ecI－nOlogッ，De嶋  

Palttlmeユ1も Or】ヨioscience and13iotechnology，Gl、aduate School or BioresollrCe and  

Bioen＼γil－0】1me11旭1Sciences，Ⅹさ7uShu Urli＼rerSlty  
＊＊＊ L－abo‡tatOry OrApplied Microbiology，DilrisioI10r MicrobialScience alld Technology，De－  

】〕artnle11もOr Bioscie‡lCe alld BioもecilnOlogy，Faculty or AgricLllもuI・e，Kyushu Univ肝Slty  
＊＊⇒く＊ coI、reSPOndingaし1血0】▼（sonomoLo＠agr．lくyuShuぺLaC．jp）  

血…193…   



小宮山 晶 子 ら  】94  

0．5g・几 グルコース10g／ノ～，CaCO3鞄′’′gとともに沸  

騰温浴r】jで60分間インキエペートL，ガwゼでろ過後，  

121℃60分オ…トクレ岬プにて殺撒後，使用した．   

4．生ゴミおよび焼酎蒸留廃液の酵素処理   

及打消M＝摘録清新如勘耐熱一粒アミラ叩ゼKleis一  

もaseで5（大和化成事 大阪）と月わ£之Op㍑ぶdegemαr  

珪l来グルコザイム（天野製薬，名古屋）を使用した．  

これらの酵素活性はメ…カ…によれば．5，000AU／g，  

6，000U／gである．反応温度およびpH嗣熟ま以】irの  

ように行った．焼酎蒸留磯波と壬ヒゴミの混合溶液100  

mヱをミキサ叫でよく混合し，5NIくOHを用いてpH  

6．5に劉生した．Kleistase rr5を0．2％（Ⅴ′′′v）添加し，  

95℃で2時間液化処煮き！を行った綾，】30℃10分オート  

クレ…プ処理を行って酵素を失清させ美．5N 壬く0王h‡  

で再びp‡王6．5に調整しⅠくIeisとase rl、5を0．1％（Ⅴ′・′′Ⅴ）  

添加し95℃で1時間液化処理を行った．次に1NIiC～  

にてp‡i5．5に銅盤し，糖化酵素グルコザイムを0．1％  

（v／－Ⅴ）添加して50℃で24将1阻楷化反応を行ったものを  

1N HCトにてpH5．8に綱鷹し発酵培地とした．   

5．抽出剤の調製   

酸触媒反応は，大豆用11mol／～に対して20mol′／g  

の1％硫酸・メタノールを混合し，65℃69時問で処理  

を行うと，90％以上の収準でエステル生成を得ると報  

告されている（yreedmanだ£α～．，1984）．当研究室  

で使用したサラ列油は，大豆油とナタネ紬の混食であ  

る一 大豆油の平均分子蕊は約876であり，ナタネ油の  

平均分子ま浸二は約970である．そこで使用した紬はそれ  

らの平均をとり923とした．短時間で反応させるため，  

反応に使用するメタノ仙ル溶液は，5％（Ⅴ／v）硫酸を  

加えて硫酸・メタノール溶液とした．1mol／′＝ひ使用  

済み末ぶら油に対し，40mol／エの硫酸・メタノール  

を混合し，ナス艶フラスコに移し，オイルバスにて95  

℃で24時間反応させた．冷却後，エバボレータ血を用  

いて，メチル化サンプルからメタノールを除去・同順  

した．分液ロートにサンプルおよび同鹿のヘキサンを  

加え，穏やかに混合し，静iぎ£後，水相を除ました．さ  

らにエバボレータ…を用いて，ヘキサンを除去・回収  

した後，精製したメチル化溶剤を115℃15分オ…トク  

レ…ブ殺菌し，摘出発灘需潤滑した．また抽出剤のコ  

ントロー ルとして，教も抽出効挙が良いカーレイルアル  

コーール（ナカライテスク，京都）を使用した．   

8．抽出効率の検討   

今l矧鋼製した抽出剤，COM軋 のブタノ…ルに対  

する分配係数を求めるために5，10，15gゾg浪度のブ  

タノール溶液と同等の朝潮剤を添加し，30℃でインキュ   

出発酵法が検討されるようになった．抽出発酵法は，  

培養液中のブタノール漉度を低減して，戯終生縫物阻  

審を軽減する効果がある．しかし同時に，紬灘灘崗瀾  

への轟性が問題となる．ishizakiらは，パ岬ムオイ  

ル搾油工場から座する租パ…ム油をメチルエステル化  

しで柚出発酵明朝聴瀞ほして用いると，このメチルエ  

ステルは発酵を全く阻寄せず，紬損剤として優れた効  

果を発揮することを見出した（Ishizalミig£αgリ1997；  

Isllizakie£α～．，1999）．本研究では，家庭から排拍  

される食相廃油が処理に因っている状況を考え，この  

油のメチルエステル（cooking oilmethylester，  

以後COMI壬と略す）が才Ⅰ鋸甘剤として佼ノrjできないか  

どうかを検討した．その結果，COMEは朝パ…ム油  

メチルエステル同様優れた摘出剤であることを確認し  

た．  

材料 と 方法  

1．使用菌根   

イ離別封殊にはアセトンおよびブタノール生産蘭である  

C～os£㌻まd£㍑7乃SαCCゐαr・ロガ即1わは妙ZαCe£0花王c㍑m Nト4  

（Arl－CC1356∠り を月－いた．   

2．シード調製   

まず保存株を沸騰温浴中で60秒間ヒ…トショック処  

理を行い，滅蘭済みの新鮮なポテトグルコ…ス培地  

に10％（Ⅴ／v）接種した．これを30℃2日間排気的に培  

養し，グルコースを槻源とするTYAゴ削也に1．0％（Ⅴ／′v）  

接蔑し，30℃15時間増発したものを楼蘭とした．   

3．培地  

（1）焼酎蒸留廃液の培地調製法   

九州の焼酎メーカ叩から供給されたイモ焼酎蒸留廃  

液を使用した．焼酎蒸留廃液に生ごみに似た成分のモ  

デル生ゴミ（100m～水道水に米10g・，キャベツ5g，  

ニンジン5g・．刺し身5g・，バナナ5g）を添加したも  

のをホモゲナイズし，後述の方法で群衆処理を行い発  

酵培地とした．都製後のグルコ岬ス浪皮は40gノヱであ  

る．  

（2）TYA培地   

繭培避および本培養におけるTYA培地（グルコ…  

ス40g／～，酵母エキス2g／g，トリプトンーペプトン6gノ／  

g，CIi3COONHj3g／Z，Mg・SOJi・7H20 0．3gノg，  

KH2PO40．5g几 FeSO4・7王i2010mg／g）は，1N  

KOIiを用いてp‡j5．8に調整し．115℃15分オートク  

レ…プにて叡蘭後，使用した（Ogataだ£αヱ．，1982）．  

（3）ポテトグルニト鵬ス培地   

新鮮なジャガイモ150g／～をすりおろし，（NIi4）2SO‘t  
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ペー卜し‡1ま衡状態に達した時点で反応を止めた．細山  

相とブタノ血ル溶液亜からそれぞれサンプルを採取し  

GC分析を行った．   

7．アセトン・ブタノール発酵   

アセトン・ブタノ叫ル発酵は至麿1ヱのジャ岬に培  

地500m＝撮り込みで行った．番号特発のTYA培地か  

ら10％（v′／lr）を本培養培地に接種し，30℃でd8時間～  

96時間回分培養した．サンプリングは6時間ごとに行っ  

た．また培養中p王1制御は行わなかった．シ・…ドには  

ポテトグルコ叫ス培地を使潤し，前培養にはTYA  

培地を，本培盤には焼酎蒸留廃液に生ゴミを添加1した  

培地，コントロール培地にはTYA糟地を便用した．  

またブタノ仰ル生産が確認される培賽3時瀾闇から細  

山剤をポンプで培地中におくり，袖山発酵を行った．   

8．分析方法   

グルコース波皮ほ，固定化酵家法による㈹易グルコー  

ス分析器（Gluco tJr．；バイオット，東京）により測  

発した．菌体数ほ寒天平板培地上でシングルコロニー  

による蛍菌数の測宝を行った．ソルベントおよび酸の  

生成はガスクトマトグラフ（島津GC－8A；鳥乳 プ；て  

都）により2nlガラスカラム（内径3．2mm）にクロ  

モソルム101（メッシュ80／100）む充填し，水嚢炎イ  

オン化検出器（yID）で検出した．カラム温度は210  

℃，検出裾温度は210℃。注入口温度は250℃とした．  

キャリヤ血ガスとして窒索を用い，1．2lくg／cm2の圧力  

とした．  

結果 と 考察   

紬出剤を培養糸に用いる繭ぷCOMEの抽出効率を，  

分配係数の測充によって検討した．結果をyまg．1に  

示す．i讃に示すように，対照のオレイルアルコ…ルと  

比腋すると分配係数は低いが，CO丸′tEによりブタノー  

ルが良好に抽出されることがわかった．分配係数闇オ  

レイルアルコール3．0に対してCOM】∃は1．0であった．   

そこで，実l祭の培養に抽出剤を添加して純出発酵を  

行い，その効果を検討Lた．コントロト脚ル培地である  

rrYAを月∃いて，初発グルコース浪庶40g／～に馴坐し  

た培地を用い，才l摘ユ剤は添加しない恒l分培発と，細山  

別のオレイルアルコールとCOMEを添加してブタノ…  

ルを抽出する抽出発酵による阿分培養を行った．結果  

を比較してFig∴2に示す．その結果，紬出剤を入れ  

ない場合．培餐24時間で40g／～のグルコースが消費さ  

れ，凱7gノ上のブタノールの生産を確認した．オレイ  

ルアルコーールを用いて抽出発酵を行うと，オレイルア  

ルコール層に8．9gゾgのブタノ岬ルが移動し，培薬液  

中のブタノール濃度は3，Og／ヱに低下した．増発液を  

用いて実測した，オレイルアルコールのブタノールに  

対する分配係数は2．9であり，この倦は純粋糸のブタ  

ノ…ルの分配係数試験3．0とほぼ同じであった．次に  

イモ焼酎蒸留廃液を月∃い，初発グルコ山一ス濃度40gゾヱ  

に銅製した培地で，紬班別を添加1しない阿分培養と，  

細山剤のオレイルアルコ…ルとCOM】ミを添加して，  

ブタノ・－ルを紬灘する手鋸艮発酵による国分培養を行っ  
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た．結果を比較してyig．3に示す∴紬侶剤を添加し  

ない増発では，培養36時間でグルコ岬ス42．8gゾょが消  

費され12．5ど／～のブタノwルの生産を碓認した．オレ  

イルアルニト∵ルを用いた抽出翼蘭では培養銅時瀾で  

39．4g／gのグルコ…スが消費され，8．2g・／gのブタノー  

ルがオレイルアルコール層に抽出された、曙餐液のブ  

タノ血ル濃度ほ8．0ど／£に低下した．培薬液をj】ヨいて  

実測した，オレイルアルコトールに対するブタノ脚ルの  

分配係数は1．1となった．純粋系で撞られた倍に比べ  

るとブタノールの分配係数は約1′3に減少し，また  

TYA培地を用いたものに比べても，ほぼ1ノ／3であっ  

た，焼酎蒸留廃油用地の紬煙が商いため，jl摘与層との  

接触面桟が純粋糸に比べると低くなったと考えられた．  

COMEを摘出剤として使用した場合，培養43時間で  

グルコ…ス′11g／～が消費され，7．3g・ナノ√～のブタノ…ルが  

COM】三層に純出され，増発液中のブタノール濃度は  

9．Og／gに低下した．培藤波を用いたCOM虻のブタノー  

ルへの分配係数は，0．8であった．この値は純粋系の  

ブタノ…ルの分配係数訊倣1．0とほぼ同じであった．  

焼酎蒸箕軌籍液を培地にしてCOMEで紬机発酵したと  

き生成した全ブタノーール淡度は16．蝮／／ヱで，これは房‾  

レイルアルコールを紬出剤として用いた場合16．3gゾ～，   
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紬初発蘭しない場合の12．5gゾ£に比べて血磯商いもの  

である．オレイルアルコール，COMEとも生ゴミ添  

加した焼酎恭柳宛液にいずれの紬机刹を添加しても，  

分配イ糸数は純粋糸に比べて低下した．この原因として，  

イモ焼酎落飾宛液ほ特に他の焼酎蒸留廃液に比べ粘性  

が高く，培養液がかくはんされにくく，培地と抽出剤  

との接触面桟が，′rYA培地に比べると小さくなると  

思われた．紬灘翼湖では，オレイルアルコールの分配  

係数は顕著に低下し召募楽上COM】王とほぼ同じとなっ  

た．その結果，COMEはオレイルアルコールに比べ  

抽出効率はばとんど同じであるが，薗に対する寺劉生が  

低いので，ブタノール生産速度＼ブタノ岬ル収率とも  

に，オレイルアルコ…ルよりも商い倍となった．   

これらの結氷からも，細山剤としてCOMlヨを描い  

ることが有用であることが確認された．  

要  約   

前報で明らかにしたように（訂胱由－£dま㍑J乃 ぶαCCんα－  

叩卵油叫沖m血血血肌Nl－4の発酵原料として，焼  

酎恭留廃液は使用可能であった．そこで，この培養の  

生産性を向上させる目的で，発酵生捌勿ブタノ叫ルに  

よる阻審を峰滅するために抽出剤による細山発酵を検  

利一した．家庭から排出される食瀾磯油をメチルエステ  

ル化（COME）して学監酵統験を行った．ブタノ…ル  

の細山料としてオレイルアルコ…ルをコントロールと  

した．孝吉酵税料として，イモ焼酎蒸留廃液を，標準磯  

地としてTYAを用いた．その結果，オレイルアルコー  

ルと比較して，食用廃紬メチルエステル（COME）  

を用いた場合，商いブタノール生産遠慮」ブタノール  

収翠を得た．  

文  献  

Freedrll汲ま1∴針∴軋 f恒de and で．L．Moし1ntS   

1984 Variables arrecting・the yields of  

ratLy esもel、s rrO汀L h・a】1SeSteriried veg・etable  

oils．JAm．0£ヱCんどm．50C．，61：1638－1643  

‡shizalくi，A．，S．Michiwaki，E．Crabbe，G．  

Kobayas】1i，K．Sonomoも0，S．Yosilho，D．  

M．ylores and K．b．Bujar唱1997 Extrac〟  

tive AlヨElγer111entation tJsil1g Crude Pallれ  

OilMethyleste王－a New Approach ror Sag・O  

Waste rl’reatmenも．Ari花．月印）．JCβioとどCん．，  

2（I：237－249  

Ishizaki，A．，S．Michiwaki，E．Crabbe，G．  

Kobayashi，K．Sonomoto and S．Yoshino   

1999 ExLractまve AceもOne－8utanol－ELhanoI  

FeI－rnenもation Using Methylated Crude  

Palm Oilas】ヨⅩtraCtarltin BaとcllCulもtlre Or  

Cgoぶ£ridよ沈m ぷαCCんαr・叩即執嗅壷附加両肌澗   

Nト4（AでCC13564）．よ月£0ぷC£．戯oe乃g．，87：  

352－356  

JolleS，D．T．aIld D．R．Woods1986 AceもOne－  

butanolfermenもaioヱ111eVisiとed．凡才去croむ£0～．  

月紺．，50：484－524  

1．erlZ，T．G．and Å．R．Moreira 1980 Ⅰ王co－  

nomic evaluもion of■ th（）aCetOne butano】  

rermentation．血道．肋g．Cわem，ダro〔g．月eぶ．  

ガ飢ノ．，19：478－483  

‡」ee，で．M．，A．ヱshizaki，S．Yoshino and K．  

Furukawa 1995 ProduetiollOr aCetOrle，  

but壬川01and e痛anoli’rom palm oilwaste  

by C～0ぶ£㍗去dg㍑／乃 ぶαCCんαrOpeJlわ昆抄～αCe£0花£－  

c乙£77ュNト4．βよ0£だCた．エe££eJ、ぶ．，17：649－654  

0g・aは，S．，S．Yoshino，Y．01くuma and S．  

Hayasllida1982 Chemicalcomposiもion  
Or autOplast mernbrane or Cね扇バd厄m  

バ肌l（リ＝′、（申げh申・／fけ（イ（肌J■（－‖′‖．（J．r；川．．力）再．  

鬼才£cJ■0わiogリ28：293－301  

R〔〉SS，D196111he aceもOne butallOlrern↑enta－   

tion．一PJlOg．カヱd．〟よcroむgo£．，3：73－B5  

Voleslくy，BりA．MulchandanialldJ．WiIliarns   

198iBiochemicalproducLion orindusLrial  

solvents（acetone－butanoトet王1anOl） r】・Om  

r（∋neWable resources．A托托．Ⅳ．y．Acαd．  

ぶd．，369：205－218   



Summary 

The possibility of employing methylated used cooking oil ( C O M E )  a s  extractant to re- 
duce end-product inhibition and to enhance solvent productivity in acetone-butanol- 
ethanol (ABE) fermentation was evaluated using oleyl alcohol a s  the s tandard butanol 
extractant. Fermentation was carried out a t  a n  initial glucose concentration of 40g/L 
using TYA medium and shochu distillery waste a s  fermentation substrate. In the case 
of TYA medium, butanol production without solvent extractant ceased after 47h cultiva- 
tion a t  a concentration of 9.8g/l. The extractant coerficient of oleyl alcohol to butanol 
was  more than three times that of COhiIE to butanol. However, using COME a s  
extractant, total butanol reached 12.6g/l. Using oleyl alcohol, a s  extractant, on the 
other hand, total butanol was  11.9g/l. In the case of shochu distillery waste, butanol 
production without solvent extractant ceased after 50h cultivation a t  a concentration of 
12.5g/l. The extractant coefficient of COME to butanol decreased; that of COME was 0.8 
and that of oleyl alcohol was  1.0. Though butanol that extracted using COME a s  
extractant was  less than using oleyl alcohol, total butanol reached 16.4g/l and was 
s imilar  to that using oleyl alcohol a s  extractant. This fact suggests thal  COME a s  
extractant is  more effective for the reduction of end-product inhibition. 




