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AvicelSFCellulose(particlesize6-10pm)andCellulose PowderD (particle sir.e

150-400lLm) were heated by microwave irradiation illthe presence OflrVatCl･and

enzymaticallysaccharified.

Thcacidityofthemicrowave-irradiatedsolutionincreasedwithincreasingtemperature

andreachedabout0.09meqat230oC. Reducingsugarproductionsinitiatedat180oC,and

reached10.5% (AviccISFCellulose)and6.5% (CellulosePowderD)at235oC. A POrtion

ofcellulosewasdegradedintoglucoseandcello-01igosaccharidcs･ 'nleextentOfdecom-

position of'celluloscwasalso cvaluatcdbymeasuringultravioletspectraof-thewatcr-

solublcfractions. AsmaHamountorhemicellulosicpolysaccharidcscontaminatedinthcsc

commerciallyavailablecellulosepreparationscouldberemovedbymi crowaveirradiation

at235oC.

Althoughtheenzymaticsusceptibilityofthemicrowave-irt･adiatedccllulosesslightly

droppeduPtO210℃,itrapidlyIncreasedWithincreasingtemperatureabove220oC･ The

extentofsacchari壬icationreached81% (AvicelSFCellulose)alld60% (CellulosePowder

D)at245℃. ThepresentresultsilldicatetheapplicabilityormicrowaveheatillgPre-

treatmcntforenzymaticsacchari伝cationofcelluloses･

概 要

アビセル SF セルロース (粒子サイズ 6-10/Hn)とセ/L,ローーースパウダーD (粒子サイズ 150-400FEm)

a_)二種のセル T1-スを含水 ･密閉下マイクロ波加熱した後酵素糖化した｡

マイクロ波照射後直ちに温度 が上昇し, 10-12分の処理で 230℃ となった｡ 温度の上昇に伴ない酸の生

成が認められ,pH は低下 した｡230℃ の加熱では約 009mcqの酸が生成 し,pH は3･0-3･2となった｡

還元糖の生成は 180℃ 以上の加熱で認められ,235oC ではアビセル SF セルロースの場合10･5%,セルロ

ースパウダー1)の場合 6.5%であったoマイクロ波加熱に よりセル p-スが分解 しブルコ-スと七 一コオ リゴ

*木材化学部門 (ResearchSectionoflJVoodChemistry)
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糖が生成したO このセルロースの加熱分解は水屑の紫外吸収スペクトルを 測定することによりモニターし

た｡また,235℃ 以上に加熱することによりセルロース中に混在している- ミセルロース系多糖を除去する

ことができた｡

マイクロ波加熱後酵素糖化を行なったところ,210℃ 以下の加熱では糖化率は低下するが,220℃ 以上の

加熱では急激に糖化率が向上することがわかった｡糖化率は 245oC の加熱では,アビセル SFセルロース

の場合81%,セルロースパウダーDの場合60%であった｡

以上の結果から,マイクロ波加熱前処理はリグノセルロースのみならず,セルロースの酵素糖化において

も効果的であると判明された｡

1. 緒 看

リグノセルロースの酵素糖化は主としてセルロースの結晶性とリグニンによる被覆のために,一般に極め

て困難である｡このため,酵素糖化に先だって何らかの前処理を施すことが肝要となっている｡著者らは種

々の前処理法を試みている過程で図らずもてイクロ波加熱処理が効果的な前処理法となり得ることを見出し

た1)｡しかし,このマイクロ波加熱前 処理がいかなる種類のリグノセルロースにも適用され うるか否かを明

らかにする必要があり,種々の木質系 リグノセルロース1,3,4),農産廃棄 リグノセルロース2),および樹皮5)

についてこの前処理の酵素糖化への効果を検討した｡その結果,優劣は認められるが,マイクロ波加熱前処

理は用いたすべてのリグノセルロースの酵素に対する反応性を向上させることが明らかになった｡

ところで,上記の未処理 リグノセルロースの他,いったん物理的 ･化学的な処理が施されたセルロース性

製品の廃棄物の酵素糖化も資源の有効利用を計る上で重要であると思われる｡このようなセルロース性資源

には,古新聞,古雑誌,古本,使用ずみの紙製品や繊維製品等があげられる｡しかしながら,これらのセル

ロース性資源 にはセルロース以外の成分が含まれてお り, 酵素糖化する場合影響を無視することはできな

い｡従って,これらのセルロース性資源の酵素糖化を効果的に行なうためにはそれに先だって,純粋セルロ

ースの酵素糖化を行なう必要があると思われる｡マイクロ波加熱前処理法をセルロースに適用する場合,令

水下における高温高圧処理のセルロースに及ぼす作用が問題となる｡これまでセルロースの乾式熱分解につ

いては多量のデータが集積され,分解機構が次第に解明されつつある7-10)｡ しかしながら,セルロースの含

水下での熱分解については研究例は少ない11～14)｡ 特に 200℃ 以上で単時間加熱した場合のセルロースの挙

動については不明な点が多い｡

そこで, 著者らはワットマン CFllセルロースをとりあげ, マイクロ波加熱を行ない酵素糖化-の効果

を検討した｡その結果,マイクロ波加熱のみではセルロースの分解 ･糖化の程度は低 く,糖化率を向上させ

るためにはリグノセルロースの場合よりも約 10oC高温 (230℃ 以上)に加熱した後酵素処理する必要があ

ることが明らかになった5'｡ここで,ワットマンCFllセルロースはコットン由来の大部分の粒子サイズが

10-140FLm にある徴結晶セルロースである｡ 従って,セルロースの酵素糖化に対するマイクロ波加熱の効

果をさらに詳細に検討するためには起源と粒子サイズの異なるセルロースについても同様の研究を行なう必

要があると考えられた｡

本研究では, 同じくコットン起源であるがワットマン CFllセルロースより粒子サイズの大きいセルロ

ースパウダーD (150-400FLm)と,粒子サイズの小さいパルプ起源のセルロース標品であるアビセル SF

セルロース (6-lo〟m)についてマイクロ波加熱を行ない,これらセルロースへの作用の解明を試みると同

時に加熱にともなう酵素反応性の変化を比較検討した｡
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2. 実 験 方 法

2.1 試 料

セルロ-ス試料としてパルプ起源のアビセル SFセルロース (旭化成工業, 薄層 クロマ トグラフノ乱 粒

子サイズ 6- 10FLm),および,コットン起源のセルロースパウダーD (東洋科学産業,カラムクロマ トグラ

フおよび動物飼料実験等ノ乱 粒子サイズ150-400FLm)の二種の起源 ･粒子サイズの異なるセルロースを用

いた｡

2.2 マイクロ波加熱

AI3-L2型耐圧ガラス管 (耐圧ガラス工業)にあらか じめ水分含量を求めた 2gの試料を入れ裾 留水 14ml

中に懸濁 した｡アスビレーjZ-で滅圧して十分水をセルp-ス中に浸透させた後常圧下ステンレス製の栓を

して封管 した1,2)｡マイクロ波加熱は東芝 rrMB-3210型マイクロ波オ-ブン (周波数 2,450±50MHz,出力

2･4kW)を用いて,既報の方法1)に準 じ,ll-13分内の時間マイクロ波を照射することにより行なった｡加

熱渦度 (最高到達温度)は 6T-16型サーモスタット赤外線温度計 (三栄測器)を用いて測定した｡

2.3 分析方法

2.3.1 セルロースに対するマイクロ波加熱作用の分析

マイクロ波加熱後扇風機を用いて強制冷却し室温に戻してから開封した ｡ 水屑の pH を測定後 iG4の

ガラスフィルターで折過して折液と残漆とに分別した｡残液は蒸溜水で十分洗浄し 105℃ で乾燥後重量を

測定し水不溶性成分の重量パーセントを求めた｡また,この値を用いてマイクロ波加熱によって生 じた水可

溶性成分の重量パーセント (重量減少率)を算出した｡折液と洗浄液とをあわせて 200mlにフィルアップ

し水可溶性成分とした｡この水可溶性成分中の還元糖 (還元糖生成量)と酸の生成量はそれぞれジニトロサ

リチル酸法1･15)および滴定により定義した｡還元糖生成量は0.9倍し多糖ベースに換算 した. また,水可溶

性成分を DoWex50×8(H+型)と Dowexlx8(酢酸型)の連立カラムを用いて脱塩して中性成分を得

た｡ その成分中の中性単糖組成は アルシ ト-ル7セテ-トに変換後ガスクロマ トグラフィーにより定量し

た16)｡ また,この中性成分の分子量分布は BioGelP-2(-200メッシ;i)のカラム (100×1.4cm)を用

いたゲル折過 (GFC)により分析した｡溶出は水を用いて 40℃ で行ない RI-8型示差屈折計 (東洋曹達)

を用いてモニターした｡中性のオT)ゴ糖や単糖の組成分析は AminexHPX-87P(300×7.8cm)を用いた

高速液体 クロマ トグラフィー (HPLC)と薄層 クロマトグラフィー (TLC,メルク Art5744;溶媒,1-ブ

タノール :2-プロパノール :水-3:12:4,V/V)を併用して行なった｡HPIJC については 70oC の水を用

いて溶出し,示差屈折計でモニターした｡さらに,マイクロ波加熱後得られる水可溶性成分の紫外 ･可視領

域の吸収スペクトルを測定し (UVDEC-1型分光光度計,日本分光),セルロースの加熱分解過程のモニタ

ーを試みた｡吸光度は 282mm におけるセルロース 1g,11容量当 りの吸光係数 a282 (l･g~l･cmー1)で表わ

した｡

-･万,残漆セルロースについては上述したように重量減少量を求めるとともに,残存- ミセルロース性多

糖の含量を定量した｡すなわち,残存- ミセルロース性多糖が微量なためと多量のセルロース由来のグルコ

ースの影響を避けるために,残液を lN の硫酸で 100℃ で6時間加水分解した｡加水分解後炭酸バ リウム

で中和し,脱塩後上述と同様にガスクロマ トグラフィーにより単糖含量を定量 した｡- ミセルロース性グル

コースの量はマンノースに対して 1/3モル存在するとして見積った｡

2.3.2 マイクロ波加熱の酵素糖化率への影響

マイクロ波加熱後冷却した 懸濁液を少量の水を用いて 200ml容三角フラスコ- 定量的に移 した｡ これ

に 20mlの 0.5M 酢酸緩衝液 (pH 4.8)を添加後蒸溜水で 100ml に した｡ この試料にメイセラーゼ

(CEPB5042,明治製菓)を 200mg加え (基質濃度2.0%,酵素濃度 0.2%), トルエンを数滴滴下後 40oC

･一別ト1-
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で48時間糖化 した1)｡ 酵素糖化率は前述と同様の操作を行なって還元糖生成量と重量減少量を測定すること

により評価した｡

3. 実験結果と考察

3.1 マイクロ波加熱のセルロースへの作用

アビセル SF セルロースとセルロースパウダーDについてマイクロ波加熱後の還元糖生成量, 水可溶性

成分量 (重量減少量),pH を測定した (Fig.1,2)｡マイクロ波の照射とともに温度が上昇し,10-12分間

の照射で 230oC に到達した｡この加熱に要する時間はワットマン CFllセルロース (8-12分)とほぼ等

しいが,リグノセルロースの場合1-4,6)より2-4分長かった｡ リグノセルロースの場合,内在している有機

酸がマイクロ波を吸収するためにマイクロ波の加熱効率がよいと考えられる｡一方,セルロースの場合は有

機酸が存在しないため加熱に長時間を要したものと解釈されるが,加熱に伴ないやは り酸が生成し,水溶液

の pH が低下した｡ この pH の低下は 160℃ 以上で顕著とな り,230℃ では pH が約 3･0-3･2となっ

た｡酸の生成量についてはアビセル SF セルロースとセルロースパウダーD間に目立った差が認められなか

ったので, アビセル SFセルロースの場合の結果を Tablelに示した｡ セルロースの場合,酸の生成量は
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わずかで,230℃ の加熱においても 1.Omeq を越えることはなく.220-230℃ における生成量 (0.05へ′

0.09me(1)は リグノ七ルーコースの場合1～Li,6)の l/3-1/36にすぎなかった｡

･方,還元糖生成量と重量減少最の上昇はいずjtも 180oC 以上.にな/)ては L:/めて認められ, 以後渦度の

上柚 こll'-･ない増大 したO特に.220℃ 以上では急激に増大し, 本実験における最高到達湿度 (235-241oC)

に到 ってもリグノセル ロ…スの場合に認められた極大値は存在 しなかった｡235oC における還元糖生成量と

重量減少率はアビセル SFセ′レロースの場合それぞれ 10.5%および 16･0%であるのに対 し,セルロ…スパ

ウダーDの場合ではそれぞれ 6.5%,および 13.5%と小さいO これらの値を リグノセルロースの場合卜 4,6)

と比較すると還元糖の生成量には 有意差が 認められなかったが, 重量減少率は リブノセルp--スの場合の

--H'lI..
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1/4-1/2にすぎなかった｡ リグノセルロ･-スの場合には,セロオリゴ糖の他に- ミセルロース由来のオリゴ

糖が生成するために水可溶性成分の量が多くなったと考えられる1～4,6)｡

orig.n ? 5 7 4 障 子1 Fron†

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Time(mjn)

Fig･3･Thinlayerchromatographyandhighperformanceliquidchromatographyon

Aminex HPX-78P oftheneutralwater-solublecomponentsproduced打om

AvicelSFCellulosebymicrowaveheatingat235℃.Symbols:(A)Thin-layer

chromatogramsuper-visibilizedbyA-anisidinehydrochloridereagentandlO%

sulruricacid;(B)High performanceliquid chromatogram;(std)A series

ofcello-01igosaccharidesusedasstandard;(A)AvicelSFCellulose;(G1-G6)

Positionsorglucoseand cello-01igosaccharideshavingd.p.or2-6;(XIc,
Man,GIc,HMF)Positionsorxylose,mannose,glucoseand5-(11ydroxymc-

thyl)-2-furfural.

Fig.3-Bに生成した水可溶性の成分の HPLCにおける分析結果を示した｡グルコースの他重合度が 2-

4のセロオリゴ糖の生成とともに,驚くべきことに,- ミセルロース性多糖由来と思われるキシロースおよ

びマンノースの存在が示された｡セロオリゴ糖の生成は TLC (Fig.3-A)や GFC によっても確認され

た｡GFC の溶出パターンは図示しなか-:)たが HPLC の結果と全 く同一であった｡一方,TLC では,中

性糖の他,5-(ヒドロキシメチル)-2-フルフラールの生成が認められ, セルロースはグルコースに分解する

と同時に二次分解がおこっていることが示された (Fig.3-A)｡ 次に, - ミセルロース性単糖の存在が示さ

れたので,GLC により生成した中性単糖の組成をさらに詳しく分析した｡単糖組成値は両セルロースにつ

いてほほほ等 しかったので,アビセル SFセルロースの結果のみを示 した (Table1)｡HPLCによって存

在が示されたキシロースとマンノースの他,微量のアラビノースが遊離してきていることがわかった｡アラ

ビノースとキシロースの占める割合は 200oC 以上の温度では加熱温度の上昇に伴ない低下したが,グルコ

-スの割合は加熱温度の上昇とともに逆に急激に増大した｡ 一方, マンノースは 215℃ 付近で最大となっ

た｡アビセル SFセルロースはパルプ起源のセルロースであるのでグルコマソナ,/系統のグルコ-スも含ま
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4‥1であ り17,1-8), Tablelに示されたグルコースの量はいずれ もブルコ7ソナン/由来 と考えられる量 より

た ｡

以上の結果は逆にマイクロ波加熱に よりセ/i/ド-ス中に微量混在する- ミセルロース性多糖を除去 しセル

ロー-スを純化することができる可能性を示 している｡そこで,マイクロ波加熱後折過 ･水洗して得た残活セ

ルロースを酸加水分解 してなお 残存 している- ミセルロース含量の 定量を試みた (Table1)｡ その結果,

235oC LLl二加熱することに より爽雑 している- ミセル ロースを完全に除去 しうることがわかった｡ しかし,

この限度下ではセルp-スの分解 も--凋;進行している.今後,七′しロースの分解を最小限に とどめながら爽

刺 している- ミセルロースを完全に除去しセルロースを純化することのできるようなマイクロ波の加熱条件

を見出す必要があろ う｡

ところで,セルロースの分解の進行に必要な加熱渦度 (230-240℃)はセノしロースのガラス転移点 (230-

250oC)20)とよく一致 している｡ セルロースの乾式加熱分解においては,澱粉の場合と異な り熔融すること

なく分解 していくことが知 られている｡ Lか しなから,水の存在下におけるセルロースの加熱分解では微量

に生成した酸が触媒 とな り,ガラス転移 したセル ロース分子鎖に ニックが入 りセロオ リゴ糖からグルコース

が生成し,さらに 5-(ヒトロキシメチル)一一2-フルフラール等-二次分解 していくことが明らかになった｡

さて, :)-(ヒ ド ロキシメチル)-2-7ルフラールが紫外領域に吸収を示す ところか ら, てイグロ波加熱後得

られる水溶液の吸収特性を分析することはセル ロースの分解を解明する上で重要 と考えられる｡そこで,吹
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に,マイクロ波加熱後得られる水溶液の吸収スペクトルを分析した (Fig･4-A)｡アビセル SFセルロース

とセルロースパウダーD とは互に類似したスペクトルを与えたので前者の結果のみを図示した｡ 7水溶液は

200-700nm の波長の範囲では 226nm に小さい吸収と 282nm に大きい吸収の二つの吸収 ピークを有し

てお り,300nm 以上の波長では吸収のピークは観測されなかった｡ また,水溶液をいったん 40oC で-ノミ

ボレークーを用いて完全に蒸発乾固した 後再度水に可溶化して吸収スペクトルを測定したところ,226nm

の吸収は消失し,しかも 282nm の吸収 ピ-クが 283nm と 1nm 長波長側にシフトし, 吸光度が低下す

ることがわかった｡このことから,セルロースのマイクロ波加熱では 280nm 付近に吸収を有する揮発性の

成分と, 揮発しに くい 283nm に吸収を有する成分の少なくとも二成分が生成することが示唆された｡ い

ま,フルフラールの吸収のピークが 278nm にあることと, 5-(ヒドロキシメチル)-2-フルフラールの吸収

ピークが 283nmにあることを考慮に入れると,セルロース中に爽雑物として混在している- ミセルロース

由来のペントースが分解してフルフラールが生成し,それと同時に-キソースも 51(ヒドロキシメチル)-2-

フルフラールに分解していることが示唆されたO事実,上述したように,TLC上で 51(ヒドロキシメチル)-

2-フルフラールの存在が認められた (Fig.3-A)｡フルフラールは易揮発性のため TLC用のサンプルの調

製の過程で蒸発してしまったものと思われる｡Fig.4-Bに 282nm の吸光係数とマイクロ波加熱のみによ

って生 じた還元糖の生成量との関係を示 した｡吸光係数の変化は還元糖生成量と正の相関関係があることが

わかる｡これらの結果から,吸光度の変化をマイクロ波加熱中に経時的に測定することができれば,加熱温

度のモニタリングとあわせて,セルロースの分解の程度を加熱と同時に予想することが可能となる｡連続的

にマイクロ波加熱して多量に試料を調製する場合,この方法は効果的なモニター法になると期待される｡

以上述べてきたように,セルロースのみを含水 ･密閉下マイクロ波加熱しても分解の程度は低 く効果的に

糖化されえないことが明白となった｡そこで,以下は,このマイクロ波加熱を酵素糖化の前処理としてとら

えてセルロースの酵素糖化を試みた｡

3.2 マイクロ波加熱前処理のセルロースの酵素糖化に及ぼす効果

前述したように,マイクロ波加熱のみでは還元糖の生成量が低い上に著量のセロオリゴ糖が検出された｡

そのため,マイクロ波加熱後その全量を引き続いて酵素糖化に供した｡糖化率は還元糖の生成量と重量減少

率を測定することによって評価した｡Fig･1および Fig.2に示したように,酵素糖化率は 210oC 付近ま

では期待に反 して低下し,220℃ 付近の加熱でようや く末照射のセルロースの値 と同-一レベルに回復した｡

この現象はワットマンCFllセルロースについても同様に認められたが5),これまで用いた リグノセルロー

スでは全 く認められなかった1～4,6)｡ 従って, この現象はセルロースに特徴的なものである可能性が極めて

高い｡ セルロースの酵素糖化でさらに特徴的なのは リグノセルロースの場合のように,220-230℃ 間で糖

化率に最大値を示さず,220℃ を越えてはじめて, しかも以後は急激に温度の上昇 に伴ない糖化率が向上

する点である｡セルロースに特徴的なこれら二つの現象の原因は現在不明であ り今後の研究が期待される｡

240℃ における糖化率はアビセル SFセルロースの場合72%,セルロースパウダーDの場合46%であった｡

これより5℃ 高い 245℃ ではさらに糖化率は向上し,アビセル SFセルロースの場合81%,セルロース

パウダーの場合 60%となった｡重量減少率と還元糖生成量との差は2.0-5.5%と小さいので効果的に糖化

が進行していることがわかる｡ 先に用いたワットマン CFllセルロースの場合,240℃ における酵素糖化

率は43･2%であった5'｡いま,これらの三種のセルロース標品の粒子サイズの大きさの順はセルロースパウ

ダーD>ワットマン CFllセルロース>アビセル SFセルロースであるのに対して, 糖化されやすさの順

序はアビセル SFセルロース>セルロースパウダーD>ワットマン CFllセルロースとなっている｡ セル

ロースパウダーDとワットマン CFllセルロースはいずれもコットン起源のセルロースであ り, 前者の方

さいアビセルSFセルロ-スほ極めて良好に糖化される｡従って,粒子サイズの小さい方が酵素の攻撃しう
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る表面積は増大する傾向にあるが,その他の要 因たとえは調製法の差に基づく微妙な高次構造の差や結晶化

皮,結晶の格子定数, ミ'/ロフ ィグリノレの幅.結晶て紺戒のサイズ等の差が上記のような糖化率の差をもたら

Lていると推定される｡

以上, 本研究の結果を要約すれば, 七JLlコ-スは 210cc 以下のてイ//tコ波加熱には 安定であ-つたが,

22()oC 以 卜の紬隻に加熱すればセルロー-スの分解が進/I-Tすると同時に酵素糖化率も向上した｡ また,23LCJOC

におけるてイ///P波加熱により,市販のセルロース中に泥在 している- ミセ′レロース性多糖を除去すること

ができた｡今後,-･′イク再拍 ]熱を用いたセノL PHス拙尭乗物の酵素糖化およびセルロースの純化法につい

てさらに検討を進める予定である｡
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