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東南 アジア各国には米,キャッサバ, スイー ト

ソルガム, サゴヤシ等の澱粉 を含む農作物が豊富

に存在する. これらの国々では,主食である米は

別 として,生産され る含澱粉資源を高度に加工し,

有効に利用 しているとは必ず しもいえない.例 え

ば,タイ王国は,世界有数のキャッサバ生産国 (1)

であるに もかかわ らず,その大部分を乾燥ペレッ

トとし, 家畜の飼料 と して主にヨーロッパ各国

へ輸出 しているのが現状である.

そこで, これら東南アジアの澱粉質資源の高度

利用を計 る一方法として,発酵によってよ り付加

価値の高いエタノ-ルに転換す る方法が考 えられ

る.そこで,近年実用化 されつつある生澱粉無蒸

煮アルコール発帝の原理 と, この原理に基 づいた

最近の筆者らの研究 (2,3･4)から矧 こ省エネルギーを

追及 した Rhizof･us麹による生滅粉無蒸煮アルコー

ル発酵法の可能性について基本的な検討をした実

験結果の要点について述べる.

生三静粉の酵素糖化と無蕉煮 7ルコ-ル発群

生頻粉の酵素糖化についての研究の歴史は,現

在か ら35年前に上田(5)がその現象 を発見 したこと

に始まる.すなわち,黒麹菌と黄麹菌のアミラーゼそ

して麦芽アミラーゼの加熱糊化 した澱粉溶掛 こ対す

る糖化作用が同一となるように調整 したそれぞれの

(23)

酵素液を用いて,加熱糊化 しない生澱粉に対する

糖化作用 を測定 した ところ, Flg.1.に示す よう
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Figure1Raw starch(sweetpotato)d]gestion
byvariousamylase.

1:AmyJaseofblackA.tlf･prgtl/〟5

2:AmyLaseofyeHowAJj･ergEll〟5
3:MaltamyJase

Rawstarchlg,★Enzymesolution2rKmL)
1/10M HCトCltricacldbuffer20(mL)
DelOnlZe(Iwater120(mL)
Reaclicnunder30.C

■ActlVltyOfeveryenzymesoluttonwas

adjustedsamesaccharogenlCactivity
towar(Isteamedstarch.

* 丁812 福岡県福岡市東区箱崎
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に3者のア ミラーゼによる生澱粉糖化作用には大

きな差異があることが発見された.この事実はその

後引続いて行われた糖化型アミラーゼについての

研究により, グルコア ミーラーゼ Ⅰの作用によるこ

とが明確とな り,辞素の多様性の概念 (6)を確立す

ることとなった.そして現在では,Aspergillus

属, Rhz'zopus属 を起源としたグルコアミラーゼ

Ⅰを多量に含むグルコアミラーゼ製剤が市販され

ている.一般にアミラーゼは澱粉の加水分解によ

って生 じるグルコースによってその作用が阻害 (7)

されることもよ く知 られている.そこで生澱粉と

グルコアミラーゼの反応系に酵母 を加えると,坐

成 したグルコースが即座に酵母によってエタノー

ルに転換 されるので,反応系中のグルコース娘度

は低 く保たれ,その結果として,グルコースによ

るグルコアミラーゼの糖化反応阻害は無視小 とな

るとともに反応液中には生産物としてエタノール

が生成する. この方法が生澱粉無蒸煮アルコール

発酵の原理であり,生成 したエタノールの重度に

依存するであろう反応阻害を考慮 しなければ,坐

澱粉の酵素分解反応系 としては全 く合理的である

とともに生澱粉を糊化するための蒸煮エネルギー

が不必要となる.従来法でのエタノールの生産工

程で,澱粉の蒸煮エネルギーは全必要エネルギー

の20-30%(8)と云われていろことからして,生澱

粉無蒸煮アルコール発葬法が省エネルギー的と云

われる所以である. しかしなが ら, この頼蒸煮ア

ルコール発酵法にも多量の酵素剤 と酵母が必要 と

なること,反応系が無殺菌系であるため細菌の汚

染を防止 しなければならない等の難点がある. こ

れ らの難点の うち,細菌の汚染防止については,

ASPergillus起源 のグルコアミラーゼを用い,そ

の辞素剤の至適 pHが 3･5であることを利用 し,

発酵液を低 pH(3･5)に保つ 方法,RhlZOPus 起源

の辞素剤のように発辞液pHを4.5付近に保つ必

要がある時はメタ重亜硫酸カ･)の添加による方法 (9)

などが応用されている. また,この方法で多量に

必要 とされる酵素剤 と酵母については,それらの

価格が実用化に対す る経済的な問題 となって来る･

(24)
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RhizopusJE菌と7ルコール発酵

ここで, Rh120Pus属の菌について考えてみる

と, この菌は昔から今 日まで東南アジア各地にお

いてアルコール飲料を含む発辞食品に利用されてい

るとともに, Mucor属の菌とともに Amylomyce.?

菌 としてア ミロ法,液体裁法によって澱粉質原

料からのエタノール生産80･U,12)に用い られたこと

がある.すなわち, この菌は菌糸が辞母同様にア

ルコール発辞能をもつとともにグルコアミラーゼ

の生産能を持 っている.アミロ法,液体麹法の場合

には,澱粉質原料は蒸煮され,酵母を糖化モロミ

に添加して併用する方法 で発達 したが,Amylomyces

菌が液体培養 で生成する糖化酵素活性が低いこ

と,生産工程が複雑,微妙なこと等のため現在で

は全 く行われていない, しかしながら生澱粉無蒸

煮アルコール発酵に Rhizopus属菌株 のみを利用

した研究は少なく,最近,藤尾 上田ら(2･3,4)によ

って Rhi2･OPus属菌株 の固体麹 を利用 したキャッ

サバ生澱粉の無蒸煮アルコール発車 についてその

特性 と有用性について報告 され, Rhizopus属菌

の小麦 フスマ麹が生澱粉無蒸煮アルコール発酵に

おけるグルコア ミラーゼ製剤 と酵母に置 き換えら

れ得る可能性が示 された.以下に Rhizopus属菌

によるキャッサバ生澱粉無蒸煮アルコール発辞に

ついて,簡単な実験条件も含めてその詳細につい

て述べる.

Rhizopus属標準菌株によるフスマ麹の加水分

解酵素活性

Rh‡zopus属菌株 として IFOの懐準株16種に

ついて試験を行なった.フスマ固体培地は小麦フ

スマ20g,ポテトスターチ2g,水20(mL)を500(mL)三角

スラスコに入れ よく混合してから綿栓をして,121oC
で20分オートクレーブしたものを用いた この培地に

各菌株 を接種 し,6日間30oCで培葺した.この培養

物100gに水300(rnl.)を加え,室温で24時間酵素を抽

出 した.ろ過 した後, 得 られた清澄ろ液を酵素夜

として,グルコアミラーゼ,α-ア ミラーゼ, 辛

シラナ-ゼ.ペクチナーゼ,CMCアーゼについ

て酵素活性 を測定 した.その結果をTablel. に

示 した.これらの酵素のうち, グルコアミラーゼ

は直接生澱粉糖化に関係するが,他の辞素は澱粉
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Table1EnzymeformatlOnOnWheatbrankojibyRhlZOPuSStrains

a)

GAase α-amylase Xylanase Pectinase
IFOnumber (U/g) (U/g) (U/g) (U/g)

IR.delemar

2R･(Jryzae

3R delemar

4R delt･mar

5R.rJryzae

6R.deLemar

7R.jab()ntcu5

8R.()ryzue

9R.dt,lemur

10R.de/emar

llR.ノato,uc〟5

12R.jupfノ〃L'cLJ∫

13R.〃ryヱue

14R.〃ry之rLe

15R.jELValuCu5

16R.juTJumC〟∫

lF0 4697 1069

IFO 4716 1046

IF0 4726 898

1F0 4730

IF0 4734 488

IF()4754 1099
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質のマセレイションに関係するもので結果として

生澱粉糖化を助長する役割を果たすので癌性が強

い程よい.Table lから,約半数の菌株がかな り

強力なグルコアミラーゼ活性を示 してお り,生慮

粉無蒸煮アルコール発酵には充分であるが, α -

アミラーゼ以外のマセレーション酵素の活性は低

い. もし生芋等 を原料 とした場合には. この麹に

マセ レーシ ョン酵素製剤を添加する必要がある

と思 われ る. この点 は上田 らの報告 03)に ある

Black Asj,e1-gillus の麹 と異なっている.いづれ

にしても,キャッサバ生澱粉の無蒸煮アルコール

発酵には充分使用出来るものと考えられる.

F7hizopus棟準菌株の為によるキャッサバ生瀬

粉無茶煮7ルコール発酵試額

各Rhi2坤us菌株の小麦フスマ麹10g,タイ王国

原産のキャッサバ生澱粉,又はキャッサバペレッL,初

～40g,汚染防止剤 としてのメタ重亜硫酸カ.)0.05

g,水道水1008止)を300hL)三角フラスコに入れ これ

にガスロックを取付けて35℃の恒温水槽中でゆ-っく

りと振とうしながらアルコール発酵試験 を行った.発

酵によって発生する炭酸ガスの放出による各フラスコ

の重量減少量を1日毎に10日間にわたって測定する

とともに,10日目の発辞彼は全量を蒸留してエタ

ノール生成量(14)を測定 しT=.その結果をTabJe2

に示 した.この Table2において,試験菌16株の

うちで7菌株が14% (Ⅴ/v)以上 もの 高い エタ

ノール濃度を示し, この方法が有望であろことが

認められろ.辞素活性の高い麹が高いエタノール

濃度 を示す傾向にあり, IFO番号で4697,4726.

4754,4773,4801の Rhizopusdelemar に属す

る5菌株 と5441,5442,の Rhi3WPusJavanlCVSに

属する2菌株が良好な結果を示している.これ らの

菌株のうち,RhiZ:Oj･us javanicus IFO 5441

(25)
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Table2.Ethanolformationfromrawcassavastarchwithoutcooking

南方資源利用技術研究会誌

CO_,evolved Ethanol

lFOnumber】 (g/flask) (Ⅴ/v%)

I R.delemur

2 1twy之ae

3 R.delemar

4.R.delemar

5 R_I)ryZae

6 R.delemaTl

7 R.jaj･(JnLCLL5

8 R.wyzae

9 R.delemar

0 R.deLpmur

I R.jaPorLZ'cu5
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0
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4

8

6

3

1

8
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と5442に加えて,新たに堆肥よ り分離 した Table3には Rhizopussp について生澱粉量を

Rhizopu∫sp の 3菌株 を用 いて12日間にわたっ 20gから40gまで 変えた場合とRhizoPuHaVamCutT

て行った先帝試験の結果(2)を Table3,4に示した. IFO 5441と5442について生澱粉量を40gとL

Table3. Ale()hol(Et()H)formationandyieldfrom raw cassavastarchwithoutcookingby

theRhzlz')I,u∫koji

6(days) 12(days) 12(days)

Starch′GJucose Coョ/EtOH COプ/EtOH ()bs.EtOH/Theor. Yie)d

Luz.sp. 20(g)/18.5(g) 7.6(g)/10.0(ml) 7.8(g)/10.3(ml) 8.9(ml)/ll.9(ml) 74.8(a/a)

Rh sp. 30 /27.8 10.2 /13.4 12.1 /15.9 15.3 /17.9 85.5

Rh.sp. 40 /37.1 11.9 /15.7 14.4 /49.0 17.8 /23.9 74.5

Rh.5441 40 /37.1 13.4 /17.6 13.9 /18.3 17.3 /23.9 72.4

Rh.5442 40 /37.1 il.4 /15.0 13.3 /17.5 16.9 /23.9 70.7

Starch :Cassavastarchasitis.

Glueose :AmountofglucoseincassavilStarchused.
C()･_, :WeightdecreasebyC()i,gasformation.
EtOH :ConvertedEt()Hbyvolumeat15℃basedonCOL,decrease
()bs･EtOH ()bservedEtOHbyvolumeat15℃byflnaldistlHation.
Theor･ :Thp｡retlCalEt()Hbyvolumeat15℃basedonglucose,
Yleld :Percentageof()bs.Et()HtotheoretlCaLviAlue

(26)
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Table4.Alcohol(Et()H)formationfrom raw cassavapelletwithoutCookingbythe

RhtjmPuSkoji

6(days) 8(days) 8(days)

Starch/Gluco亨e CO2/EtOH Cot,/Et()H ObsEtOH/Theor Yield

Rh.sp.

1u sp

Rh･sp

Rh 5441

Rh 5442

Rh.sp.(1)

20(g)/14.4(g)

30 /21.6

40 /28.8

40 /28.8

40 (28.8

30 /21.6

5.2(g)/ 6.8(ml)

8.2 /10.8

10.1 /13.3

7.7 /13.3

10.5 /13.8

10.0 /13.2

5.2(g)/ 6.9(ml)

8.5 /ll.2

ll.1 /14.6

7.7 /10.3

ll.2 /14.7

6.3(ml)/9.3(ml) 68.0(%)

10.8 /13.9 77.7

13.7 /18.5 74.1

8.6 /18.5 46.5

13.0 /18.5 70.3

12.3 /13.9 88.5

(1) 0.1(g)ofcellulosinwasaddedtoinitialbroth

Starch :Cassavapellet
Glueose :Amountofglucoseinpelletused
C()i, :WelghtdecreasebyC()_,gasformatlOn.
EtOH :ConvertedvaluebasedonC()2decrease.

()bs.Et()H :()bservedEtOHbyvolumeat15℃ byflnaldistillat10n･
Theor. :TheoreticalEt()Hbyvolumeat15℃ basedonglucose.
Yleld :Percentageof()bsEtontotheoretlCalvalue.

た場合のエタノール生成 と12日目の収率を示 して

ある.この結果か らすると,エタノール生成量は

初期澱粉量が40gと過剰に存在する場合,17(TTL)以

上もの値とな り,ほぼ発酵液中で生成可能な最大

濃度に到達 したものと思われる.すなわち, この

最終エタノール濃度では使用 したRhiR:OPus 菌株

のエタノール耐性は限界であろうと考 えられる.

Table4には回分発酵での平均発酵速度を他の

場合 と比較するために,パ ン酵母 -グルコース系,

パン酵母 一生澱粉 -グルコア ミラーゼ系,液体培

養 Rhizopus 菌体 -グル コース系,液体培養

Rhi2:OPus菌体 一生澱粉-グル コア ミラーゼ系 と

Rhi2:OPuS麹 一生澱粉 (又はキャッサバペレット)

系による各方法の 1日あたり,使用菌体または麹

の単位乾物量あTLりの発生炭酸ガス量を示 してあ

る. この結果からすると,RhiR:OPus麹 によ る生

澱粉無蒸煮アルコール発酵の発酵速度はパン酵母

-グルコース系の約26分の 1であ り,非常に小さ

い. しかし,この値は酵母 1gと Rhi2:OPus麹 1

gとの比較であり,菌体量が大 きく異なることか

ら兵の意味で発酵速度を比較 したわけではない.

発酵系全体 としての発群速度はこの場合約 3分の

1であ り,同様に酵母 一生澱粉 -グルコアミラー

(27)

ゼ系との比較では約 2分の 1である.

F7hizopus/'crvonIIcusfF0 5442の生澱粉無蒸

煮アルコール発酵

これまでは,三角フラスコを用いたごく小規模の

基礎実験結果についてRhi2:OPus麹 法の可能性 に

ついて検討 した ものであったが,より正確で定量

的な関係を求めるためにガス通気 によって携拝

を行なう型式の塔型発酵槽 を使用 して,2.3- 7

(L)の発酵試験(3)を行なった.このスケールアップ

した発酵試験に用いた塔型発酵槽の略図を Fig.

2 に示 した. RhizopusJaVanicus IF05442

で作った麹を使用 し,初期発酵液組成の割合はフ

ラスコ実験の場合とはば同一とし,初期発酵液量

は2.3,5.0,7.5(L)である.まず,パン酵母 -グ

ルコース系,パン酵母 一生渡粉 -グルコアミラー

ゼ系, Rh120Pus麹 一生澱 粉系 の比較発酵試験を

初期発酵液量を約 2.3(L)と して行な った結果 を

Fig.3に示 した.発酵可能な糖量がそれぞれ異

るので,最終的に生成 したェタノール濃度は異な

っている･ Fig･3からもわかるように,RhlZOPus

麹 一生澱粉系の発酵時間は最 も長く酵母 -グルコ

ース系 の約 3倍 を必要 とす る. しか し, この
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Figure 2. Schematic diagram of ex-

perimentalapparatus

l･ Fermentor 2･ GasclrCulat10npump

3. Recyclepump 4. PumpforalkaJladd

5. VolumetrlCgasfl()wmeter

6･ pllmeter 7･ pHcontroJLer

8･ ALkaLireservo,r 9･ pressureguagビ

10･ Temper之LtureCOntrO)ler

ll. Heater 12. Thermometer

13. Flowmeter 14. N｡zzle

15･ pHeleぐtrOde 16. CO_,cyllnder

17. Prt.ssuTeregulator
18. 円uffertank

RhlR:OPu.9 麹一生澱粉系の発酵は約4日で終了して

お り, この期間はフラスコ試験の場合の半分以下

であろ･ この理由は恐 らく岸拝状態の相違によ

るものであろう.各々の系について,発酵速度を

33]るために寅酸ガス発生速度をFig.4 Iこ示 して

あるが,Rhi之Of･us麹 一生澱粉系の特徴は初期に

は炭酸ガス発生速度が小さく次第に増加して最大

値に到遷 した後,減少 して行 くことであろう.こ

の ことは,恐 らくRhi2:OPuS歯のアルコール発酵

系が周曲環境に適応 して誘導されることを物語っ

ている.続いてRhi2:OPu.†面 一生滅粉系で 50),

7.50)の初期発酵液 で試験 を行った場合の炭酸

ガス発生速度を前述の2.3a)の場合も加えてFig.5
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Figure3.Changelnethanolconcentrationln
b-othandcumulatlVeamountOfcarbondlOX-

1degeneratedfrombrothforrun1,4and5

Run1.O Coョ.● EthanoI Glucose-yeast

system,21(L)broth

Run2.△ CO…,▲ EthanoI Raw starch-

glucoamylase-yeastsystem,213(L)broth

Run31□ CO芝,} Ethano卜 Rawstarch-koji

system,23(L)broth

FermentatlOnWastakenplaceat35℃,andpH

4 5untllcarbond10Xldegasgenera10nfrom
brothceased.

に示した.これら値は発酵液単位容積当たりで示

してあるが,炭酸ガス発生速度は発酵槽内の発酵

液容感には頗係な く一定であることがわかる. こ

のことは,更に大型装置へのスケールアップに際

して, この試験結果がそのまま利用出来ることを

示すものであろう.

国分発酵ではあるが,平均 エタノール生産速度

は,比較の基準 としたパン酵母 -グルコース系で

平均で3.0(9/L-hr),最大 で 4.1(9/L-hr).

Rh12:OPus 麹-生澱粉系ではいずれの発酵液容積の

場合も平均で1.I(9/L-hr),最大で2.3(9/L-hr),

で,発辞液の最終 エタノール感度 は13--140/a

(V/V).である.この場 合の生澱粉のエタノール

(28)
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-の転換率は,使用 したキャッサバ生滅粉の澱粉

価を基準 として78--84%である.この転換率は,

更に発酵時間を長くするか,初期生澱粉添加量を

滅ずるかすると, もっと改善 される可能性がある.

いずれにしても,エタノールの生産速度を高める

ことと,生澱粉のエタノール転換率 を高めることは

相反する関係にあり,生産装置の固定費,原料価

格や発酵液か らのエタノールの分離工短 をも含め

た経済原理に基づいて,両者の合理的な値を選択

すべきであろう.

F7hizopus麹による生瀬粉無素意アルコ-ル発

酵の開館点と可能性

接合菌類に属するRJ7]'zop〟5属,Mucor属の菌株

については,その生活環と形態についてはこれま

でに明 らかにされている.またこの菌の利用面に

ついては,古くはア ミロ亀 液体麹菌 として,つ

づいてRhizopus菌につ いてはグルコアミラーゼ

生産面としての研究がなされてきた. しかしなが

ら, この属の中での種の区別 を判断す る基準,辛

法な どについて は, この分類 を専門 とす る者

以外で, この種の菌を利用す るだけの者にとって

RhI'Z''f･u∫掛 こよる生澱粉無蒸煮アルコール発酵 29
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は,新 しく有用な菌を分離 した場合,種名までた

ど･りつくとは到底思 えない.このように発辞生産

に使用す る歯としては歯学上の不明点 も多 く,参

考文献 も少ないと云う難点 もあるが,東南アジア

では古 くからシナ麹 として紹興酒顔見 テンペイ,

オンチョムな どの発鮮食品生産に使用されており,

標準菌株の使用に磨 しては,余 り安全性を考慮す

る必要はないものと考えられる.

RhlZOPuS属 菌株 は グルコア ミラーゼ生産歯と

して知 られているが,液体培養では,わずかのグ

ルコア ミラーゼしか生産せず,実用にならない.

したがって,ブルコア ミラ-ゼ生産のためには麹

培養法を適用せざるを得ない. この点がRhizopuS

用いた生澱粉無蒸煮 アルコール発酵法の難点の一

つであろう.そして,生澱粉無蒸煮アルコール発

弾法は,同時に無殺菌発酵系でもあるので,3-

5%程度のエタノールが出来るだけ早 く発酵液中

に生成す るのが望まれるにもかかわらず,Rhzzopus

菌の場合は初期発酵速度が遅いと云う難点 もある.

タイ王国原産のキャッサバ澱粉の場合,好気的条

件下で雑菌を分離 してみると,一見美白で清潔そ

うに見えろ澱粉 も, 梓菌 を主 として 1g当 り百

(29)
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万個の桁で雑菌が検出される. このことからして

ち, この種の発酵を実用規模までスケールアップ

す る場合に,雑菌汚染を以何に防止す るかが最大

の課題 となるであろう.このように,解決すべき

点 も多々あるが,東南アジアでこの方法を適用 し

てエタノールを生産することを想定 した場合,先

ず現地には小麦 フスマそのものが無いので, これ

に代 る適当な個体基質を探 さねばならない.この

難点を解決することが出来れば,蒸煮エネルギー

が省略出来ることに加えて,グルコア ミラーゼ製

剤 と酵母 を購入する必要がないのでよ り経済的な

エタノール生産に役立つことが考えられる.

ここで解説 したRhi2:OPus麹 を用 いた生澱粉無

蒸煮アルコール発軌 i,現在の時点では,基礎研

究の段階でデータの蓄積 も少なく,雑菌汚染防止

などの多 くの問題 も残 っているが,澱粉質原料 を

利用 した無蒸煮,無殺菌系の新しい発酵法 として

将来の可能性に期待 したい.
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