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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　オイルパーム幹及び/又は葉柄から得られる樹液を活性炭で濾過し、または当該樹液に
活性炭を添加し、あるいは、当該樹液に凝集剤を添加し、凝集物を生成させ、当該樹液に
含まれる微生物発酵阻害物質を、不活化する工程、分離する工程、及び除去する工程から
なる群から選択された１種又は２種以上の工程を有することを特徴とする樹液の調製方法
。
【請求項２】
　前記微生物発酵阻害物質がフェノール性物質又はフェノール性物質を含む物質である請
求項１に記載の樹液の調製方法。
【請求項３】
　前記活性炭は、オイルパーム残渣から得られた繊維質を原料とし調製された活性炭であ
る請求項１又は２に記載の樹液の調製方法。
【請求項４】
　請求項１から３のいずれか１項に記載の樹液の調製方法で調製された樹液を用いて、微
生物を培養させることを特徴とする微生物の培養方法。
【請求項５】
　請求項１から３のいずれか１項に記載の樹液の調製方法で調製された樹液を用いて、微
生物を培養して前記微生物により有用物質を生産させることを特徴とする有用物質の生産
方法。
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【請求項６】
　前記微生物は乳酸菌であり、前記有用物質は乳酸である請求項５に記載の有用物質の生
産方法。
【請求項７】
　前記微生物は生分解性バイオポリマー生産菌であり、前記有用物質は生分解性バイオポ
リマーである請求項５に記載の有用物質の生産方法。
【請求項８】
　前記微生物はブタノール生産菌であり、前記有用物質はブタノールを主体とするアルコ
ール類である請求項５に記載の有用物質の生産方法。
【請求項９】
　前記微生物はアミノ酸生産菌であり、前記有用物質はＬ－又はＤ－アミノ酸を主体とす
るアミノ酸類である請求項５に記載の有用物質の生産方法。
【請求項１０】
　請求項１から３のいずれか１項に記載の樹液の調製方法により不活化及び／又は除去さ
れた発酵阻害物質を回収し、燃料、燃料補助成分、飲食料品素材、飲食料品補助剤、樹脂
加工原料、樹脂加工材料、土壌改良素材又は肥料成分として利用することを特徴とする樹
液成分の活用方法。
【請求項１１】
　 請求項４に記載の微生物の培養方法により培養された微生物を含む発酵阻害物質を回
収し、燃料及び燃料補助成分、飲食料品素材及び補助剤、樹脂加工原料及び材料、土壌改
良素材及び肥料成分として利用することを特徴とする樹液成分の活用方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、樹液の調製方法、微生物の培養方法、有用物質の生産方法及び樹液成分の活
用方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　パーム油は、世界で約３，５５０万トン／年生産され、そのうちの約８７％をマレーシ
アとインドネシアの２カ国で半々を占める東南アジアの代表的な農産物である（２００５
年実績、アメリカ農務省統計資料による）。パーム油は大豆油等と比較し安価であること
から、マーガリンや揚げ物用の油など食用に利用されるほか石鹸や化粧品など工業用途に
も多用されている。
【０００３】
　パーム油生産のために栽培されるオイルパーム（ｏｉｌ　ｐａｌｍ、学名：Ｅｌａｅｉ
ｓ　ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ、和名：アブラヤシ）は、生産性を維持するために、２０～２
５年の間隔で再植栽培が必要とされる。マレーシアの場合、１９８０年からの本格的なプ
ランテーションにより現在年間約４万ヘクタールの再植栽培が行われるため約３０００万
トンのパーム幹が伐採されている。近い将来には、これまでのプランテーション面積拡大
の結果として、毎年約２０万～２５万ヘクタールもの再植栽培が必要になると見込まれて
いる。再植栽培による伐採オイルパームは、幹に薬物を注入して立ち枯れさせるか、伐採
後プランテーション内で放置又は焼却処分しており、深刻な環境破壊につながることが懸
念され、環境負荷を掛けない活用法の開発が求められている。
【０００４】
　オイルパーム幹は他の木質系バイオマスと異なり、幹の大部分が維管束や維管束を取り
巻く繊維質で構成されている。そのため、木材としての耐久性が不十分で、利用方法とし
ては比較的強固な外皮を合板等の表面加工資材として利用する程度であり、その他の部分
は未利用、廃棄されていることから、特に幹の内側部分の早急な有効利用法の開発が必要
である。
【０００５】
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　一方、近年、石油資源の枯渇や地球温暖化問題の軽減方策として燃料用エタノールなど
石油代替エネルギーや乳酸などバイオプラスチック原料の製造技術の開発が活発に行われ
ている。特に燃料用エタノールに関しては、自動車燃料であるガソリンの代替燃料として
注目を集めており、その需要は非常に大きい。
　しかしながら、現在、燃料用エタノールの多くはトウモロコシ澱粉やサトウキビ汁等の
食用農産物から製造されており、将来の人口増に伴う食用農産物需要の増大などにより、
食用途とエネルギー用途間での競合が生じることが予想されている。そのため農作物の未
利用部分、即ち、農産廃棄物から燃料用エタノールなどへの変換技術の開発が切望されて
いるが、未だ技術開発は困難を極めている状況である。伐採されるオイルパーム幹は、産
出される量、持続的なオイルパーム産業の発展及び環境負荷低減の観点からも非常に有望
なバイオマス資源である。
【０００６】
　このような背景から、特許文献１には、オイルパーム幹搾汁液における微生物発酵又は
／及び搾汁後の残渣繊維を酵素で加水分解し、得られた加水分解物を共に微生物で発酵さ
せる工程を含むエタノール及び乳酸の製造方法が記載されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】特許第４０６５９６０号公報
【特許文献２】再公表ＷＯ２０１２／１３７６３６号公報
【特許文献３】特許第４６６５２５７号公報
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Ａｋｉｈｉｋｏ　Ｋｏｓｕｇｉ，　Ｒｙｏｈｅｉ　Ｔａｎａｋａ，　Ｋ
ｅｎｇｏ　Ｍａｇａｒａ，　Ｙｏｓｈｉｎｏｒｉ　Ｍｕｒａｔａ１，　Ｔａｋａｍｉｔｓ
ｕ　Ａｒａｉ１，　Ｏｔｈｍａｎ　Ｓｕｌａｉｍａｎ，　Ｒｏｋｉａｈ　Ｈａｓｈｉｍ，
　Ｚｕｂａｉｄａｈ　Ａｉｍｉ　Ａｂｄｕｌ　Ｈａｍｉｄ，　Ｍｏｈｄ　Ｋｈａｉｒｕｌ
　Ａｚｒｉ　Ｙａｈｙａ，　Ｍｏｈｄ　Ｎｏｒ　Ｍｏｈｄ　Ｙｕｓｏｆ，　Ｗａｎ　Ａｓ
ｍａ　Ｉｂｒａｈｉｍ，　Ｙｕｔａｋａ　Ｍｏｒｉ，　Ｅｔｈａｎｏｌ　ａｎｄ　ｌａｃ
ｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｕｓｉｎｇ　ｓａｐ　ｓｑｕｅｅｚｅｄ　ｆ
ｒｏｍ　ｏｌｄ　ｏｉｌ　ｐａｌｍ　ｔｒｕｎｋｓ　ｆｅｌｌｅｄ　ｆｏｒ　ｒｅｐｌａ
ｎｔｉｎｇ．　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｂｉｏｅｎｇｉ
ｎｅｅｒｉｎｇ，　Ｖｏｌｕｍｅ　１１０，　Ｉｓｓｕｅ　３，　Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ　
２０１０，　Ｐ３２２－３２５．
【非特許文献２】Ｍｉｏｒ　Ａｈｍａｄ　Ｋｈｕｓｈａｉｒｉ　Ｍｏｈｄ　Ｚａｈａｒｉ
，　Ｍｏｈｄ　Ｒａｆｅｉｎ　Ｚａｋａｒｉａ，　Ｈｉｄａｙａｈ　Ａｒｉｆｆｉｎ，　
Ｍｏｈｄ　Ｎｏｒｉｚｎａｎ　Ｍｏｋｈｔａｒ，　Ｊａｉｌａｎｉ　Ｓａｌｉｈｏｎ，　
Ｙｏｓｈｉｈｉｔｏ　Ｓｈｉｒａｉ，　Ｍｏｈｄ　Ａｌｉ　Ｈａｓｓａｎ，．　Ｒｅｎｅ
ｗａｂｌｅ　ｓｕｇａｒｓ　ｆｒｏｍ　ｏｉｌ　ｐａｌｍ　ｆｒｏｎｄ　ｊｕｉｃｅ　ａ
ｓ　ａｎ　ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ　ｎｏｖｅｌ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｆｅｅｄ
ｓｔｏｃｋ　ｆｏｒ　ｖａｌｕｅ－ａｄｄｅｄ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ．　Ｂｉｏｒｅｓｏｕ
ｒｃｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，　　Ｖｏｌｕｍｅ　１１０，　Ａｐｒｉｌ　２０１２，
　Ｐ５６６－５７１．
【非特許文献３】Ｆａｕｓｔｉｎｏ，　Ｎｕｎｏ　Ｇｉｌ，　Ｃｅｃｌｌｉａ　Ｂａｐｔ
ｉｓｔａ，　Ａｎａ　Ｐａｕｌａ　Ｄｕａｒｔｅ，　Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ　Ａｃｔｉ
ｖｉｔｙ　ｏｆ　Ｌｉｇｎｉｎ　Ｐｈｅｎｏｌｉｃ　Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　Ｅｘｔｒａｃ
ｔｅｄ　ｆｒｏｍ　Ｋｒａｆｔ　ａｎｄ　Ｓｕｌｐｈｉｔｅ　Ｂｌａｃｋ　Ｌｉｑｕｏｒ
ｓ．　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　２０１０，　１５（１２），　９３０８－９３２２．
【非特許文献４】Ｊｕｌｉａｎ　Ｖｅｌｅｚ，　Ｍａｒｋ　Ｃ．　Ｔｈｉｅｓ．　Ｓｏｌ
ｖａｔｅｄ　ｌｉｑｕｉｄ－ｌｉｇｎｉｎ　ｆｒａｃｔｉｏｎｓ　ｆｒｏｍ　ａ　Ｋｒａ
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ｆｔ　ｂｌａｃｋ　ｌｉｑｕｏｒ．　Ｂｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
　Ｖｏｌ１４８，　Ｎｏｖ　２０１３，　Ｐ５８６ｖ　Ｔｅ
【非特許文献５】Ｓｃｈｍｉｄｔ　ＣＧ，　Ｇｏｎｍａｌｖｅｓ　ＬＭ，　Ｐｒｉｅｔｔ
ｏ　Ｌ，　Ｈａｃｋｂａｒｔ　ＨＳ，　Ｆｕｒｌｏｎｇ　ＥＢ，　Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎ
ｔ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ａｎｄ　ｅｎｚｙｍｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｈｅｎ
ｏｌｉｃ　ａｃｉｄｓ　ｆｒｏｍ　ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ　ｒｉｃｅ　ｂｒａｎ　ｗｉｔｈ
　ｆｕｎｇｕｓ　Ｒｉｚｈｏｐｕｓ　ｏｒｙｚａｅ．　Ｆｏｏｄ　Ｃｈｅｍ．　２０１４
，　１４６：３７１－３７７．
【非特許文献６】Ｓｕｍａｎｇａｌａ　Ｂｈａｔｔａｃｈａｒｙａ　，　Ｋａｔｈｒｉｎ
ｅ　Ｂｉｓｇａａｒｄ　Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎ　，　Ｌｏｕｉｓｅ　Ｃａｔｈｒｉｎｅ
　Ｂｒａｕｎ　Ｏｌｓｅｎ　，　Ｌａｒｓ　Ｐｏｒｓｋｊ　Ｏ　Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎ
　，　Ｋａｉ　Ｇｒｅｖｓｅｎ　，　Ｎｉｌｓ　Ｊｏａｋｉｍ　Ｆａｋｉｍ　Ｆ，　Ｋａ
ｒｓｔｅｎ　Ｋｒｉｓｔｉａｎｓｅｎ　，　Ｊｅｔｔｅ　Ｆｅｖｅｉｌｅ　Ｙｏｕｎｇ　
，　ａｎｄ　Ｎｉｅｌｓ　Ｏｋｓｂｊｅｒｇ．　Ｂｉｏａｃｔｉｖｅ　ｃｏｍｐｏｎｅｎ
ｔｓ　ｆｒｏｍ　ｆｌｏｗｅｒｓ　ｏｆ　Ｓａｍｂｕｃｕｓ　ｎｉｇｒａ　Ｌ．　ｉｎｃ
ｒｅａｓｅ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ｕｐｔａｋｅ　ｉｎ　ｐｒｉｍａｒｙ　ｐｏｒｃｉｎｅ　
ｍｙｏｔｕｂｅ　ｃｕｌｔｕｒｅｓ　ａｎｄ　ｒｅｄｕｃｅ　ｆａｔ　ａｃｃｕｍｕｌａ
ｔｉｏｎ　ｉｎ　Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　ｅｌｅｇａｎｓ．　Ｊ　Ａｇｒｉｃ　
Ｆｏｏｄ　Ｃｈｅｍ．　２０１３　Ｏｃｔ　２４．　ＤＯＩ：　１０．１０２１／ｊｆ４
０２８３８ａ．
【非特許文献７】茶ポリフェノール含有有機肥料製造技術日食　１９９５／１１／１５　
日付　０７９５９　号　０２面　Ａ
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　天然優良培地として認知されているオイルパーム幹より得られた樹液は、酵母を利用し
たエタノール発酵ではエタノールの生産が可能である。
　一方で、本発明者らは、オイルパーム幹より得られた樹液を原料とした培地で細菌類等
の微生物を使用した発酵をするにあたり、生産不良や発酵機能低下が起こるという課題に
直面した。
【００１０】
　本発明は上記事情に鑑みてなされたものであり、オイルパーム幹より得られた樹液を原
料とした微生物の培養に適した培地に好適に用いることができる樹液の調製方法を提供す
ることを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明の第一の態様は、オイルパーム幹及び／又は葉柄から得られる樹液に含まれる微
生物発酵阻害物質を不活化する工程、分離する工程、及び除去する工程からなる群から選
択された１種又は２種以上の工程を有することを特徴とする樹液の調製方法である。
　本発明の第二の態様は、オイルパーム幹及び／又は葉柄から得られる樹液のｐＨを調整
し、前記微生物発酵阻害物質を不活化する工程、分離する工程、及び除去する工程からな
る群から選択された１種又は２種以上の工程を有することを特徴とする樹液の調製方法で
ある。
　本発明の第三の態様は、オイルパーム幹及び／又は葉柄から得られる樹液を活性炭で濾
過、または活性炭を添加することを特徴とする樹液の調製方法である。
　本発明の第四の態様は、オイルパーム幹及び／又は葉柄から得られる樹液に凝集剤を添
加し、前記微生物発酵阻害物質を不活化する工程、分離する工程、及び除去する工程から
なる群から選択された１種又は２種以上の工程を有する樹液の調製方法である。
　本発明の第五の態様は、オイルパーム幹及び／又は葉柄から得られる樹液から高分子化
合物を除去することを特徴とする樹液の調製方法である。



(5) JP 5825690 B2 2015.12.2

10

20

30

40

50

　本発明の第六の態様は、オイルパーム幹及び／又は葉柄から得られる樹液を加熱し、前
記微生物発酵阻害物質を不活化する工程、分離する工程、及び除去する工程からなる群か
ら選択された１種又は２種以上の工程を有することを特徴とする樹液の調製方法である。
　本発明の第七の態様は、前記第一～第六の態様の調製方法で調製された樹液を用いて、
微生物を培養することを特徴とする微生物の培養方法である。
　本発明の第八の態様は、前記第一～第六の態様の調製方法で調製された樹液を用いて、
微生物を培養して前記微生物により有用物質を生産させることを特徴とする有用物質の生
産方法である。
　本発明の第八の態様は、前記第一～第六の態様の調製方法により不活化及び／又は除去
された発酵阻害物質を回収し、肥料及び／又は燃料として加工利用することを特徴とする
樹液成分の活用方法である。
　本発明の第九の態様は、前記第七の態様の微生物の培養方法により培養された微生物を
含む発酵阻害物質を回収し、燃料及び燃料補助成分、飲食料品素材及び補助剤、樹脂加工
原料及び材料、土壌改良素材及び肥料成分として利用することを特徴とする樹液成分の活
用方法である。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明によれば、オイルパーム幹より得られた樹液を原料とした微生物の培養に適した
培地に好適に用いることができる樹液の調製方法を提供することができる。
　また本発明によれば、従来廃棄物としてしか扱われなかった伐採オイルパーム幹の樹皮
以外の組成物を原材料とし、微生物培養に適した培地を提供できるばかりでなく、伐採オ
イルパーム幹に対する資源価値を高め、持続的なオイルパーム産業の確立と環境負荷の低
減化が可能となる。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】弱アルカリｐＨ９．０処理－樹液から得られた沈殿物を示す図。
【図２】活性炭処理樹液に利用した活性炭を示す図。
【図３】本発明による樹液利用及び樹液から得られた微生物発酵阻害物質利用のフローを
示す図。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
≪樹液の調製方法≫
　以下、本発明の樹液の調製方法を実施するための好ましい形態について説明する。
［第一実施形態］
　本実施形態の樹液の調製方法は、オイルパーム幹及び／又は葉柄から得られる樹液に含
まれる微生物発酵阻害物質を不活化する工程、分離する工程、及び除去する工程からなる
群から選択された１種又は２種以上の工程を有することを特徴とする樹液の調製方法であ
る。
【００１５】
　なお、本明細書でいうオイルパーム幹とは、オイルパーム、サゴヤシ、ココヤシ又はニ
ッパヤシ等の果実生産性が落ちたパーム幹又は２０年以上経過したパーム幹、さらには伐
採予定のパーム幹を原料とするほか、再植栽培や計画的な栽培のために伐採されるパーム
幹又は病害虫により伐採を余儀なくされる樹齢の若いパーム幹でもよく、さらには合板用
途等に使用され樹皮を剥かれたパーム幹のような、伐採後も樹液の採取可能なパーム幹で
あれば何れでも構わない。また本明細書でいう葉柄は上記、オイルパーム幹の果実又は果
房及び幹中の樹液採取時に、鎌等で刈り取られる葉柄のことで有る。時にオイルパーム幹
の伐採時に幹付着している部分でも利用可能である。
【００１６】
　オイルパーム幹及び／又は葉柄から樹液などの組成物（以下、「樹液」と記載すること
がある。）を採取する手法として、物理的な圧搾、粉砕、乾燥、及び遠心分離、水蒸気を
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伴う加熱、加水、有機溶媒による抽出法を使用することができる。一例を挙げれば、特許
文献３に記載されている方法でも搾汁を行うことが可能である。また化学的な処理を施し
、樹液を採取し易くしてもよい。特に、伐採オイルパーム幹を粉砕後、物理的に圧搾して
樹液や繊維を得るのが好ましいが、採取可能であれば何れの方法を採用しても構わない。
【００１７】
　本実施形態において、オイルパーム幹及び／又は葉柄から得られる樹液に含まれる微生
物発酵阻害物質を不活化する工程、分離する工程、及び除去する工程からなる群から選択
された１種又は２種以上の工程を有する。微生物発酵阻害物質は、微生物を培養すること
によって有用物質を生産させる発酵過程において、微生物の生育を阻害したり、物質生産
効率を低下させたりする物質を意味する。微生物発酵阻害物質としては、例えば、オイル
パーム幹及び／又は葉柄から得られる樹液に圧搾直後から含まれている発酵阻害物質や、
オイルパーム幹及び／又は葉柄から樹液などの組成物を採取する過程において生じる発酵
阻害物質が挙げられる。
【００１８】
　本実施形態においては、微生物発酵阻害物質としてフェノール性物質又は、フェノール
性物質を含む物質（以下、「フェノール等」と記載することがある。）が挙げられる。本
実施形態においては、フェノール等は、樹液中のフェノール性物質であれば特に限定され
ず、１価フェノール（クレゾール、サリチル酸、ピクリン酸、ナフトール等）、２価フェ
ノール（カテコール、レゾルシノール、ヒドロキノン等）、３価フェノール（ピロガロー
ル、フロログルシノール等）、６価フェノール（ヘキサヒドロキシベンゼン等）が挙げら
れる。またフェノールとして代表的なベンゼン環以外にナフタレン環、アントラセン環の
ような芳香環化合物も含まれる。さらに芳香環に水酸基、カルボン酸基等が結合した化合
物群のことを指す場合も挙げられる。例えば、バニリン酸、ヒドロキシ安息香酸やジメト
キシ安息香酸のような安息香酸類、シリング酸、クマル酸、フェルラ酸等が挙げられる。
　また、本実施形態においては、樹液中の総フェノール以外にも、有用物質の生産性を阻
害すると思われる他の物質を除去してもよい。
【００１９】
　本実施形態において、オイルパーム幹及び／又は葉柄から得られる樹液に含まれる微生
物発酵阻害物質を不活化、分離又は除去する方法としては、特に限定されないが、樹液の
ｐＨを調整し、沈殿物を生成させ、前記微生物発酵阻害物質を不活化、分離又は除去する
方法、樹液を活性炭で濾過、または活性炭を添加する方法、樹液に凝集剤を添加し、凝集
物を生成させ、前記微生物発酵阻害物質を不活化、分離又は除去する方法、樹液から高分
子化合物を不活化、分離又は除去する方法、膜ろ過法、吸着剤を用いた方法等の処理方法
、オートクレーブのような加熱滅菌による発酵阻害物質の不活化、分離又は除去する方法
の処理方法等が挙げられ、これらの方法を単独で用いてもよく、１種又は２種以上を組み
合わせて併用させてもよい。
【００２０】
　本実施形態において、樹液中の微生物発酵阻害物質を不活化、分離又は除去するとは、
例えば、微生物発酵阻害物質がフェノール等である場合には、Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌ
ｔｅａｕ法等によって、樹液中の総フェノール量を測定した場合に、上記に記載したよう
な処理方法を行う前後で樹液中の総フェノール濃度を低下させることをいう。
　本実施形態において、樹液中の総フェノール濃度は上記に記載したような処理方法を行
う前後で４０～１００質量％低下させることが好ましく、４５～９５質量％低下させるこ
とがより好ましい。
【００２１】
［第二実施形態］
　本実施形態の樹液の調製方法は、オイルパーム幹及び／又は葉柄から得られる樹液のｐ
Ｈを調整し、沈殿物を生成させ、前記微生物発酵阻害物質を不活化する工程、分離する工
程、及び除去する工程からなる群から選択された１種又は２種以上の工程を有する樹液の
調製方法である。
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　採取後の樹液のｐＨは約５．０～６．５付近であるが、樹液のｐＨを調整することによ
り、凝集作用が起こり、樹液中の微生物発酵阻害物質を沈降分離して沈殿物を生成させる
ことができる。
　樹液中の微生物発酵阻害物質を沈殿させることにより、微生物発酵性阻害物質を不溶化
させることができる。これにより、微生物発酵性阻害物質を分離し、又は反応性を大きく
失わせることができると考えられる。つまり、該微生物発酵性阻害物質を隔離及び／又は
不活性化することができると考えられる。
　また、本実施形態においては、生じた沈殿物を除去することにより、樹液中の微生物発
酵阻害物質を除去することができる。
　沈殿物に含まれる物質としては上述したフェノール等が挙げられるが、これに限定され
ず、タンパク質、重金属類、金属イオン類、微粒子等や、フェノール性物質を介した複合
体成分も考慮できる。一例として、本実施形態の樹液の調製方法により調製された樹液を
用いて微生物を培養する場合の生育阻害物質又は有用物質を生産する場合の発酵阻害物質
が挙げられる。
【００２２】
　本実施形態においては、不活化する工程、分離する工程、及び除去する工程からなる群
から選択された１種又は２種以上の工程を有していればよく、沈殿物を生成させて、不活
性化した工程の後に、沈殿物を除去することにより、微生物発酵性阻害物質を除去する工
程を有することが好ましい。
【００２３】
　ｐＨの調整方法としては、例えば酸性に調整する場合には、塩酸、酢酸、硫酸等を挙げ
ることができる。これらを用い、ｐＨを２．０～５．０に調整することにより沈殿物を生
成させることができる。
【００２４】
　また、アルカリ性に調整する場合には、アルカリ溶液としては、例えば水酸化ナトリウ
ム、水酸化カリウム、水酸化カルシウム、水酸化バリウム、アンモニア水、水酸化銅、水
酸化アルミニウム、水酸化鉄、水酸化アンモニウム、炭酸水素ナトリウム又はこれらの水
溶液などを挙げることができる。
　本実施形態においては、上記に示したようなアルカリ溶液を樹液に添加することにより
、樹液のｐＨを８．０～１２．０、好ましくは９．０～１１．０に調整することにより、
凝集物を沈殿させることができる。
【００２５】
　樹液のｐＨを調整する際、適宜撹拌等の処理を行ってもよい。酸又はアルカリ溶液を樹
液に添加する際、撹拌を行う場合は、冷暗所中で行うことが好ましい。
【００２６】
　沈殿物生成後、沈殿物を固液分離することにより、固体成分と液体成分を回収し、沈殿
物を除去することができる。回収又は除去のための固液分離方法としては、具体的には、
遠心分離器、フィルタープレス、スクリュープレス、濾過器、ラバルセパレータ、沈殿槽
等を用いる方法等が挙げられる。固液分離方法は、一種でも本発明を実施できるが、必要
に応じて二種以上を併用したり、複数組み合わせたりしてもよい。
　本実施形態においては、遠心分離により行うことが好ましい。
【００２７】
　ｐＨ調整により沈殿物を除去した後は、酸性溶液又はアルカリ性溶液を用いて、ｐＨ５
．０～５．５の範囲に再度調整するとよい。利用する形態によってはｐＨ調整しなくても
構わない。
【００２８】
［第三実施形態］
　本実施形態の樹液の調製方法は、オイルパーム幹及び／又は葉柄から得られる樹液を活
性炭で濾過、または前記樹液に活性炭を添加混合する調製方法である。
　樹液を活性炭で濾過、または樹液に活性炭を添加混合すると、一例として活性炭にフェ
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ノールが吸着する。
　活性炭に吸着する物質としては、フェノール等に限定されず、一例として、本実施形態
の樹液の調製方法により調製された樹液を用いて微生物を培養する場合の生育阻害物質又
は有用物質を生産する場合の発酵阻害物質が挙げられる。
【００２９】
　本実施形態において用いる活性炭の種類としては、上述したフェノール等の生育阻害物
質又は発酵阻害物質の総量を低下させることができる能力を有するものであれば特に限定
されないが、オイルパーム残渣から得られた繊維質を原料とし調製された活性炭であるこ
とが好ましい。オイルパーム残渣から得られた繊維質とは、搾汁工程で得られる搾汁残渣
繊維をはじめ、オイルパーム油の搾油工程において発生する残渣物（ヤシの実殻、空果房
ともいう）から得られた繊維質をいう。
　微生物発酵阻害物質の分離除去にオイルパーム搾汁残渣から得られた繊維質を原料とし
調製された活性炭を用いることにより、従来廃棄物としてしか扱われなかったオイルパー
ム残渣を有効に活用することができる。オイルパーム残渣を常法により炭化させることに
より、オイルパーム残渣から得られた繊維質を原料とし調製された活性炭を得ることがで
きる。
【００３０】
　また、活性炭を用いて微生物発酵阻害物質を除去させる方法としては、市販の活性炭等
を樹液に対し、乾燥重量で１～１０質量％となるように添加し、１～５時間程度放置した
後に、フィルター等により活性炭を分離する方法が挙げられる。
【００３１】
［第四実施形態］
　本実施形態の樹液の調製方法は、オイルパーム幹及び／又は葉柄から得られる樹液に凝
集剤を添加し、凝集物を生成させ、前記微生物発酵阻害物質を不活化する工程、分離する
工程、及び除去する工程からなる群から選択された１種又は２種以上の工程を有する調製
方法である。
　オイルパーム幹及び／又は葉柄から得られる樹液に凝集剤を添加することにより、凝集
作用が起こり、樹液中の微生物発酵阻害物質を沈降分離して沈殿物を生成させることがで
きる。
　樹液中の微生物発酵阻害物質を沈殿させることにより、微生物発酵性阻害物質を不溶化
させることができる。これにより、微生物発酵性阻害物質を隔離し、又は反応性を大きく
失わせることができると考えられる。つまり、該微生物発酵性阻害物質を隔離及び／又は
不活性化することができると考えられる。
　また、本実施形態においては、生じた沈殿物を除去することにより、樹液中の微生物発
酵阻害物質を除去することができる。
　本実施形態に用いる凝集剤は特に限定されないが、無機凝集剤であることが好ましい。
　無機凝集剤としては、例えばＰＡＣ（ポリ塩化アルミニウム）、硫酸バンド（硫酸アル
ミニウム）等のアルミニウム系凝集剤や塩化第二鉄等の鉄系凝集剤等が挙げられるが、こ
れらに限定されるものではない。
【００３２】
　凝集沈殿後、そのまま微生物発酵へ利用しても構わない。またこれを固液分離すること
により、固体成分と液体成分を回収し、沈殿物を除去することができる。固液分離方法と
しては、具体的には、遠心分離器、フィルタープレス、スクリュープレス、濾過器、ラバ
ルセパレータ、沈殿槽等を用いる方法等が挙げられる。固液分離方法は、一種でも本発明
を実施できるが、必要に応じて二種以上を併用したり、複数組み合わせたりしてもよい。
　本実施形態においては、遠心分離により行うことが好ましい。
【００３３】
　本実施形態においては、不活化する工程、分離する工程、及び除去する工程からなる群
から選択された１種又は２種以上の工程を有していればよく、沈殿物を生成させて、不活
性化した工程の後に、沈殿物を除去することにより、微生物発酵性阻害物質を除去する工
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程を有することが好ましい。
【００３４】
［第五実施形態］
　本実施形態の樹液の調製方法は、オイルパーム幹及び／又は葉柄から得られる樹液から
高分子化合物を不活化する工程、分離する工程、及び除去する工程からなる群から選択さ
れた１種又は２種以上の工程を有する調製方法である。本実施形態において、高分子化合
物を除去する方法としては、例えば限界濾過、透析膜等の使用等が挙げられる。また、高
分子化合物がタンパク質類である場合には、後述する加熱により、不活性化させることが
できる。
【００３５】
　本実施形態においては、不活化する工程、分離する工程、及び除去する工程からなる群
から選択された１種又は２種以上の工程を有していればよく、上記に挙げた限界濾過、透
析膜等の使用により、微生物発酵性阻害物質を除去する工程を有することが好ましい。
【００３６】
［第六実施形態］
　本実施形態の樹液の調製方法は、オイルパーム幹及び／又は葉柄から得られる樹液を加
熱し、前記微生物発酵阻害物質を不活化する工程、分離する工程、及び除去する工程から
なる群から選択された１種又は２種以上の工程を有する方法である。
　加熱処理を行うことにより、発酵阻害物質を不活化ことができる。
　加熱により樹液中の主にフェノール性化合物又はフェノール性化合物と複合体を形成し
ている高分子化合物が変性し沈殿凝集する。
　加熱の方法は特に限定されないが、例えば１００～１４０℃、好ましくは１１０℃～１
３０℃で、５～３０分間、好ましくは１０～２０分間、特に好ましくは５～１０分間一気
圧の条件で加熱するとよい。
　加熱の際にはオートクレーブ等を用いることが好ましい。また、発酵阻害物質が不活化
する条件であれば、適宜加熱温度や加熱時間を調整しても構わない。例えば、５０℃～８
０℃の低温で長時間加熱することによっても効果がある。処理時間は短時間が好ましいが
、場合によっては長時間処理でも構わない。
　加熱処理に伴い、圧力が生じるが圧力上昇により滅菌効果も加わることから、処理にお
いては全く問題が無い。これらの加熱処理により樹液中の発酵阻害物質が沈殿もしくは粒
子として不活化すれば目的を達する。一方、加熱処理により樹液中の栄養成分、例えばビ
タミン類など熱に弱い成分があり、微生物の生育阻害が起こる場合がある。この場合は酵
母エキスやポリペプトン、肉エキス、魚肉エキス、コーンスチープリカー等ビタミンが豊
富に含まれる栄養素を適量加えることで改善できる。
【００３７】
　本実施形態においては、不活化する工程、分離する工程、及び除去する工程からなる群
から選択された１種又は２種以上の工程を有していればよく、加熱により、不活性化する
工程を有することが好ましい。
【００３８】
　上述した第一～第六の実施形態の樹液の調製方法によれば、樹液に含まれるフェノール
等の微生物発酵阻害物質の不活化又は分離除去させることにより、細菌を使った有用物質
、例えばバイオプラスチックの原料である乳酸、ポリヒドロキシ酪酸（以下、「ＰＨＢ」
と記載することがある。）、ブタノール等のバイオ燃料の生産性を向上させることができ
る。
【００３９】
　第一～第六の実施形態の樹液の調製方法により提供できる樹液は、微生物の培養に適し
た培地に好適に用いることができる。その理由は以下のように推察される。
　パーム樹液は酵母を利用したエタノール発酵などには阻害がなく、理論収率でエタノー
ル生産が可能である。それ故に発酵阻害がない天然優良培地として認識されている。葉柄
からの樹液においても幹からの樹液と同様な成分が含まれていることが知られており、発
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酵阻害が全く認められないことが非特許論文３にて示されている。
　一方、本発明者らは、乳酸、ＰＨＢといった特に細菌類を利用した微生物発酵の場合、
生育不良や発酵能低下が生じるという問題を見出した。この原因は樹液中のビタミン類な
ど微量成分等の不足に起因した現象と考察されていた。
　これに対して、本発明者らは、一例としてフェノール性物質が微生物の生育や発酵を阻
害することを見出した。更に、上述したアルカリ凝集沈殿法や活性炭を用いたろ過方法に
より、樹液に含まれるフェノール等の生育阻害物質又は発酵阻害物質の総量を低下できる
ことを見出した。また、本発明の樹液の調製方法は、樹液中の糖量を減少させることなく
、フェノール等の微生物発酵阻害物質の総量を低下できる。従って、本発明の樹液の調製
方法は、樹液中の発酵可能な遊離糖の損失を抑制しながら、微生物発酵阻害物質量を低下
させることができる。
　第一～第六の実施形態の樹液の調製方法は、細菌類の生育や発酵阻害の原因と考えられ
る物質を低下又は除去したものであるため、微生物の培養に適した培地に好適に用いるこ
とができると推察される。
【００４０】
≪微生物の培養方法≫
　本発明の微生物の培養方法は、上記の調製方法により調製されたいずれかの樹液を用い
て、微生物を培養する微生物の培養方法である。
［培地］
　本発明の培養方法において使用する培地は、上記の調製方法により調製されたいずれか
の樹液を含み、微生物の増殖に用いられるものであれば、合成培地、半合成培地、天然培
地などいずれの培地も使用することができる。好ましくは、炭素源、窒素源を含む培地で
ある。炭素源としてはグルコース、フラクトース、マルトース、スクロースが好ましい。
窒素源としてはアミノ酸、アンモニウム塩が好ましい。また、微生物の増殖速度が高くな
る為、富栄養培地がより好ましい。富栄養培地としては、酵母抽出物（イーストエクスト
ラスト）、トリプトン、ペプトン、ポリペプトンなどのタンパク質分解物、麦芽汁等の天
然成分由来のものを含むものが好ましい。富栄養培地の具体例としては、ＹＰＤ培地、Ｙ
ＥＬ培地、ＬＢ培地等が挙げられる。また、培地は、上記栄養分の他、ビタミン類、核酸
類、金属塩類等、リン、微量元素など、微生物の生育を促進するための物質を含んでいて
もよい。さらに、炭素源が代謝されて生成したエタノール、酢酸等を炭素源として微生物
が消費する場合もある。
　本発明の微生物の培養方法におけるｐＨの範囲は、後述する微生物が生育可能である範
囲内にある限り制限されないが、例えば４～７．５、好ましくは５～７．０に調整する。
このｐＨの調整には、ｐＨ調整剤として通常使用されている塩酸、硫酸、酢酸、クエン酸
などの酸、水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化カルシウム、炭酸水素ナトリウム
、アンモニアなどのアルカリ、又は、トリス塩酸塩、リン酸水素塩、リン酸水素カリウム
などの塩類の何れかを用いることができる。
【００４１】
　栄養補助成分の一例として、酵母エキスを添加する場合、樹液１００重量％中に酵母エ
キス０．０１～２重量％となる範囲に調製するとよい。この添加割合の範囲であれば微生
物の発酵を促進することができる。
【００４２】
［微生物］
　次に、発酵の際に用いる微生物について説明する。
　アルコール発酵の際に用いる微生物として、サッカロミセス属酵母、ピケア属酵母、ク
ルイベロミセス属酵母、ザイモモナス属細菌、ザイモバクター属細菌、クロストリジウム
属細菌などが挙げられる。クロストリジウム属細菌としては、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　
ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｂｅｉｊｅｒｉｎｃｋｉｉ、
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｓａｃｃｈａｒｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍが挙げられる。
　乳酸発酵の際に用いる微生物としては、バチルス属細菌、ラクトバチルス属細菌、スト
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レプトコッカス属細菌、クルイベロミセス属酵母などが挙げられる。バチルス属細菌とし
ては、Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｏａｇｕｌａｎｓが挙げられる。
　ＰＨＢ発酵の際に用いられる微生物としては、コマモナス属細菌、ラストニア属細菌、
バリオボラックス細菌、バチルス属細菌等が挙げられる。バチルス属細菌としては、Ｂａ
ｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍが挙げられる。
　これらの微生物に限らず、本発明により得られる樹液で生育可能な微生物であればよい
。例えば、遺伝子組み換えを行った酵母、大腸菌、乳酸菌、放線菌、カビ、キノコ等など
の微生物や真菌類でもよく、これらの微生物を用いることでアルコール類や乳酸等の有用
物質を効率的に生産させることができる。また、セルラーゼやアミラーゼなどの加水分解
酵素を生産する微生物、例えば、カビ、バチルス属細菌又はクロストリジウム属細菌など
を併用しても構わない。
【００４３】
［培養］
　本発明の培養方法において、微生物を培養する為の培養槽は特に制限はない。培養装置
は、培養液の温度を一定に保ち、培養液を攪拌する機能を有していてもよい。最適な培養
温度は、微生物の種類、培養目的等によって異なるため、培養温度は適宜決定することが
できるが、２５℃～４５℃付近の培養温度が好ましく、この温度範囲で効果的に発酵を行
なうことができる。しかし、微生物の種類に応じて、２５℃以下の低温域又は４０℃以上
の高温域で培養、発酵させても構わない。その他の培養条件としては、用いる微生物に応
じて、例えば上述したｐＨの範囲、あるいは嫌気条件又は好気的な条件下で微生物を培養
することが好ましい。
【００４４】
　本発明によれば、従来廃棄物としてしか扱われなかった伐採パーム幹を原材料とし、高
収率、安価にアルコール類又は乳酸等の有用物質を製造できるばかりでなく、伐採パーム
幹に対する資源価値を高め、持続的なパーム幹処理を含めたパーム関連産業の確立と環境
負荷の低減化が可能となる。
【００４５】
≪有用物質の生産方法≫
　本発明の有用物質の生産方法は、上記の調製方法により調製されたいずれかの樹液を用
いて、微生物を培養して前記微生物により有用物質を生産させる方法である。
　本発明において、「有用物質」とは、微生物がグルコースなどの栄養源を発酵すること
により得る生産物である。有用物質としては特に限定されないが、微生物がグルコースを
利用して生産可能なものが挙げられ、例えば、エタノール、ブタノール等のＣ３～Ｃ５の
低級アルコール；乳酸、ＰＨＢ等のバイオプラスチックプラスチック原料等、バイオリフ
ァイナリー技術が対象とする材料が挙げられる。
【００４６】
　また、本発明において行われる発酵としては、特に限定されず、アルコール発酵、水素
発酵、メタン発酵、乳酸やコハク酸やクエン酸など有機酸発酵、２,３－ブタンジオール
発酵、アセトイン発酵、アセトン・ブタノール発酵、エリスリトール発酵、マンニトール
発酵、グリセロール（グリセリン）発酵、Ｌ－ソルボース発酵、Ｄ－リボース発酵、３－
ケト糖発酵、セルロース発酵、カードラン発酵、キサンタンガム発酵、プルラン発酵、デ
キストラン発酵、トレハロース発酵、グリコーゲン発酵、リボフラビン発酵、ビオチン発
酵、ビタミンＢ６発酵、ビタミンＢ１２発酵、Ｄ－パントテン酸発酵、ユビキノン発酵、
メナキノン発酵、グルタミン酸やリシンなどのアミノ酸発酵、５’－イノシン酸発酵やグ
アノシン発酵やウリジン発酵などの核酸発酵、ペニシリン発酵やセファロスポリン発酵や
ストレプトマイシン発酵やカナマイシン発酵などの二次代謝産物発酵、ステロイド発酵や
多価不飽和脂肪酸発酵などの脂質発酵、またタカアミラーゼ、アルカリプロテアーゼ、セ
ラチオペプチダーゼ、α－アミラーゼ、グルコアミラーゼ、プルラナーゼ、グルコースイ
ソメラーゼ、グルコースオキシダーゼ、シクロデキストリン生成酵素、セルラーゼ、リパ
ーゼなど酵素タンパク質発酵、インターフェロン－α、ヒト成長ホルモン、Ｂ型肝炎ウイ
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ルス表面抗原、ヒトインスリン、キモシン、インターロイキン‐６（ＩＬ－６）やインタ
ーロイキン‐２（ＩＬ－２）など組換えタンパク質発酵、さらにはピロロキノン発酵、ア
スタキサンチン発酵、界面活性剤発酵、ケトアルカン発酵、サーファクチン発酵、β－カ
ロチン発酵等が挙げられる。
【００４７】
　本発明において使用することができる微生物としては、例えば、有用物質として乳酸を
生産させる場合は、上述した乳酸菌が挙げられる。
　有用物質としてバイオポリマーを生産させる場合は、上述したコマモナス属細菌、ラス
トニア属細菌、バリオボラックス細菌、バチルス属細菌等のバイオポリマー生産菌が挙げ
られる。
　また、有用物質としてブタノールを主体とするアルコール類を生産させる場合には、上
述したクロストリジウム属細菌等のブタノール生産菌が挙げられる。
【００４８】
　このような微生物を得るには、例えば、湧水、排水、土壌等又はその他の分離原を、必
要に応じて水と共に、原油のごとき炭化水素含有物と混合して振とうし、水相中の強度が
上昇した（微生物の増殖のため）培養物を選択し、その水相を希釈して寒天培養上で培養
し、生じたコロニーを、原油等の炭化水素含有物を唯一の炭素源として含む培地中で培養
し、微生物の増殖と共に膜状やフロック状スライス（バイオポリマー）を生成する菌株を
選択すればよい。
【００４９】
　また、有用物質としてＬ又はＤ－アミノ酸を主体とするアミノ酸類を生産させる場合に
は、アミノ酸生産菌として、ブレビバクテリウム属、コリネバクテリウム属、ミクロバク
テリウム属、バチルス属又はエセリヒア属等に属する微生物が挙げられる。Ｌ－アミノ酸
としては、Ｌ－グルタミン酸、Ｌ－リジン、Ｌ－グルタミン、Ｌ－アルギニン、Ｌ－フェ
ニルアラニン、Ｌ－スレオニン、Ｌ－イソロイシン、Ｌ－ヒスチジン、Ｌ－プロリン、Ｌ
－バリン、Ｌ－セリン、Ｌ－オルニチン、Ｌ－シトルリン、Ｌ－チロシン、Ｌ－トリプト
ファン及びＬ－ロイシン等が挙げられる。
　また、Ｄ－アミノ酸としては、Ｄ－アラニン、Ｄ－システイン、Ｄ－アスパラギン酸、
Ｄ－グルタミン酸、Ｄ－フェニルアラニン、Ｄ－ヒスチジン、Ｄ－イソロイシン、Ｄ－リ
シン、Ｄ－ロイシン、Ｄ－メチオニン、Ｄ－アスパラギン、Ｄ－プロリン、Ｄ－グルタミ
ン、Ｄ－アルギニン、Ｄ－セリン、Ｄ－トレオニン、Ｄ－バリン、Ｄ－トリプトファン、
Ｄ－アスパラギン、及びＤ－チロシン等が挙げられる。
【００５０】
　また、本発明においては、上記の樹液の調整方法によって生じる、不活化及び／又は除
去された発酵阻害物質、又は上記の微生物の培養方法により培養された微生物を含む発酵
阻害物質を回収し、燃料、燃料補助成分、飲食料品素材、飲食料品補助剤、樹脂加工原料
、樹脂加工材料、土壌改良素材又は肥料成分として加工利用してもよい。これによって、
回収した発酵阻害物質を資源化し、活用することができる。一般に炭素が多く含まれるフ
ェノール性物質は、燃料成分として非特許文献４，５においてクラフトパルプ製造工程に
発生する黒液に関し、含まれるフェノール性物質の燃料化に関する研究が行われている。
　またこれらの天然植物由来のフェノール性化合物は、抗酸化活性を有することから動物
や人間における有用なサプリメント素材になり得ることを非特許文献６，７において開示
している。また最近、これらのフェノール性化合物を肥料成分として含ませることにより
土壌改善が行われることが非特許文献８において報告があった。またフェノール性化合物
として有望な用途として特許文献９に開示されているように、樹脂原料素材としても加工
利用できる。実際、全芳香族ポリエステルとして現在市販されているものは４－ヒドロキ
シ安息香酸が主成分とされており、実施例で示すが樹液を処理し、分離分画した沈殿物に
おいても４－ヒドロキシ安息香酸が含まれていることが分析結果で明らかとなっている。
しかし、そのフェノール性化合物が上記のような有用性を示すことは公知であるが、オイ
ルパーム樹液中にこれらの有用なフェノール性化合物の存在や分離方法、及び／又は利活
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用方法に関する情報は一切開示されておらず、本明細書の中ではじめて開示される情報で
ある。
【実施例】
【００５１】
　以下、具体的実施例により、本発明についてより詳細に説明する。ただし、本発明は以
下に示す実施例に何ら限定されるものではない。
【００５２】
＜破砕工程＞
　オイルパーム幹を伐採した後、直径約３２～３５ｃｍになるようにディスク状にチェー
ンソーによりスライスした。スライスした位置は、パーム幹上部、中部、下部のそれぞれ
について行った。そのスライスしたパーム幹の厚さは、６．８～７．０ｃｍであった。ス
ライスしたパーム幹を更に細かく破砕するために、スティック状に裁断し、パーム幹裁断
物を生成した。
【００５３】
（パーム幹裁断物の水分含有量の測定）
　得られたパーム幹裁断物を３～５ｇ秤量し、８０℃で２４時間加熱して乾燥させた。そ
して、この乾燥破砕物の重量を測定し、乾燥前の破砕物の重量からこの測定値を差し引い
て、破砕物の水分含有量を算出した結果、約７６質量％であった。樹液は以下のように調
整した。
【００５４】
（パーム幹裁断物からの樹液の採取）
パーム幹裁断物約７０～９０ｇを用いて油圧式プレス機に供し７０～８０ｋｇ／ｃｍ２の
圧力により搾汁し、樹液を採取した。この操作により約５０ｍｌ程度搾汁できた。得られ
た樹液を１０，０００回転／分の遠心機により、澱及び繊維等の固形残渣を分離した。こ
れら遠心分離を行った樹液は－２０℃に凍結保存した。
【００５５】
[試験例１：樹液（無処理）を用いた乳酸、ポリヒドロキシ酪酸、ブタノール発酵試験]
　特許文献１及び非特許文献１及び２からオイルパーム樹液は天然の微生物培地成分とし
て極めて優れていることが明らかとなっている。酵母においては、含まれる糖含量に対し
て高い効率でエタノールや乳酸へ変換することが可能である。そこで、他微生物、特に細
菌類においても同様に高い発酵効率で物質変換可能かどうかを確認するため、いくつかの
微生物による物質生産を試験した。使用した微生物として、好熱性乳酸発酵菌であるバチ
ルス・コアグランス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｏａｇｌａｎｓ）、バイオプラスチックとし
てポリヒドロキシ酪酸（ＰＨＢ）生産菌であるバチルス・メガトリウム（Ｂａｃｉｌｌｕ
ｓ　ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ）アメリカンタイプカルチャーコレクション（ＡＴＣＣ）１１
５６１株、バイオブタノール生産菌であるクロストリジウム・サッカロブチリカム（Ｃｌ
ｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｓａｃｃｈａｒｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ）製品評価技術基盤機構（Ｂ
ｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｒｅｓｏｕｒｃｅ　Ｃｅｎｔｅｒ（ＮＢＲＣ））１０９３５８、及
びグルタミン酸生産菌であるコリネバクテリウム・グルタミカム（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔ
ｅｒｉｕｍ　ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ）ＮＢＲＣ１２１６８を用い、発酵試験を行った。
【００５６】
　バチルス・コアグランスは、乳酸菌接種用培地（ニッスイ）を用いて一晩前培養行った
。得られた樹液を用いて前培養物０．５容量％植菌した。樹液１リッターに対して栄養源
として２ｇ硫酸アンモニウム，２ｇリン酸２水素カリウム，２ｇ塩化ナトリウム，０．２
ｇ硫酸マグネシウム，０．０５ｇ硫酸マンガン，０．０１ｇ硫酸第二鉄，１０ｇイースト
エキストラクトを添加した樹液を用いた。比較対象となる合成培地は、樹液を含まない前
記培地にグルコースを約１１．０重量％（ｖ／ｗ）になるように添加調製したものを使用
した。培養液中に蓄積した乳酸濃度は、ポストカラムｐＨ緩衝化電気伝導度検出法を用い
た高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）有機酸分析システム（島津製作所製、Ｐｒｏ
ｍｉｎｅｎｃｅ）を用いて測定した。
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【００５７】
　ポリヒドロキシ酪酸（ＰＨＢ）生産菌であるバチルス・メガトリウムＡＴＣＣ１１５６
１株の培養は、蒸留水１リッターに１０ｇバクトペプトン、１０ｇ塩化ナトリウム、５ｇ
イーストエキストラクトを溶解し、ｐＨ７．０に調整したＬＢ培地を用いて３０℃にて一
晩振とうし、前培養を行った。この前培養物を用いて樹液（無処理）に直接０．５容量％
（ｖ／ｖ％）接種を行った。比較対象となる合成培地は、前記培地にグルコースを約１１
．０重量％（ｖ／ｗ）になるように添加調製したものを使用した。培養液中に生産された
ポリヒドロキシ酪酸の測定は、前培養液を植菌後、約２４時間ごとに培養液からサンプリ
ングを行い、遠心分離（１０，０００回転、４℃、１０分間）後、上清を分析サンプルと
して用いた。培養液中に生産された乳酸の測定は、前培養液を植菌後、約２４時間ごとに
培養液から１ｍｌサンプリングを行い、遠心分離（１０，０００回転、４℃、５分間）後
、上清と沈殿を分離後、菌体を含む沈殿画分を分析サンプルとして用いた。その菌体を含
む沈殿物は、凍結乾燥機（ＥＹＥＬＡ社製、ＦＤＵ－２１００）にて凍結乾燥を行った。
前記沈殿物からのポルヒドロキシ酪酸の抽出は、培養液１ｍｌから得られる沈殿物に対し
て濃硫酸１ｍｌ を加えて９０℃、３０分間加熱した。反応後、室温まで冷却し、氷中で
０．０１４Ｎ硫酸水溶液を４ｍｌ加えて撹拌し、遠心分離（１０，０００回転、４℃、１
０分間）で上清と沈殿とを再度分離し、上清を測定サンプルとした。そのサンプル中のポ
リヒドロキシ酪酸濃度は、Ａｍｉｎｅｘ　ＨＰＸ－８７Ｈ（バイオラッドラボラトリー）
カラムを用いた高速液体クロマトグラフィー（流速は０．６ｍｌ／ｍｉｎ、５５℃）によ
りＵＶ２１０ｎｍの吸光度を測定することで定性、定量を行った。
【００５８】
　さらに、クロストリジウム・サッカロブチリカムは、嫌気性ＢＵＴ培地により前培養を
行った。その組成は蒸留水１リッターに対し５ｇイーストエキストラクト、１０ｇバクト
ペプトン、１０ｇ粉末ミートエキストラクト、２０ｇ可溶性デンプン、５ｇ塩化ナトリウ
ム、０．５ｇＬ－システイン、５ｇグルコース、３ｇ酢酸ナトリウム、ｐＨ７．０に調整
後、窒素ガスによりバブリングを行い脱気、窒素置換によりＢＵＴ培地を調製した。この
ＢＵＴ培地を用いて３７℃にて一晩静置培養を行い、前培養物とした。前記前培養物を用
いて直接樹液に０．５容量％（ｖ／ｖ％）接種を行った。比較対象となる合成培地は、前
記ＢＵＴ培地にグルコースを約１１．０重量％（ｖ／ｗ％）になるように添加調製したも
のを使用した。培養液中に生産されたブタノールの測定は、前培養液を植菌後、約２４時
間ごとに培養液からサンプリングを行い、遠心分離（１０，０００回転、４℃、５分間）
により上清と沈殿（菌体を含む）を分離し、上清を分析サンプルとして用いた。ガスクロ
マトグラフィー（島津製作所製、モデルＢＣ－２０１４）を用いて測定した。内部標準物
質としてｎ－プロパノールを用いて定量を行った。
【００５９】
　また、コリネバクテリウム・グルタミクスは、まずアミノ酸発酵培地により培養を行っ
た。その組成は蒸留水１リッターに対しグルコ－ス５０ｇ、硫酸アンモニウム３０ｇ、Ｋ
Ｈ２ＰＯ４　１ｇ、ＭｇＳＯ４・７Ｈ２Ｏ　０．４ｇ、ＦｅＳＯ４・７Ｈ２Ｏ　０．０１
ｇ、ＭｎＳＯ４・５Ｈ２Ｏ　０．０１ｇ、ビタミンＢ１　２００μｇ、ポリペプトン０．
４８ｇ、ビオチン３００μｇ、水酸化カリウムを用いてｐＨ８．０に調整後、オートクレ
ーブによる通常の滅菌処理を行い調製した。予め乾熱滅菌しておいた炭酸カルシウム１ｇ
を添加した後、３０℃、速度１７０ｒｐｍで振とう培養を行った。シード培養物を用いて
樹液及び前処理した樹液約２０ｍｌに１ｍｌ接種を行い、前記同様に予め乾熱滅菌してお
いた炭酸カルシウム１ｇを添加した後、３０℃、速度１７０ｒｐｍで振とう培養を行った
。培養開始２．５時間後にＴｗｅｅｎ８０（Ｓｉｇｍａ製）４ｇ／ｌ添加し、１７．５時
間目の菌体量（６２０ｎｍの吸収を測定）、グルタミン酸蓄積量を測定した。比較対象と
なる生産培地は、前記シード発酵培地にグルコースを約１０．０重量％（ｖ／ｗ％）にな
るように添加調製したものを使用した。生産したグルタミン酸濃度の測定はL-グルタミン
酸測定キットII（ヤマサ醤油（株）製）を用いて測定を行った。
【００６０】
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[試験例２：樹液（無処理）における発酵阻害物質の存在]
　樹液（無処理）を用いた発酵試験の各生産量を表１に示す。対象として樹液を用いずに
、前培養にて使用した前記合成培地に接種したものを比較試験とした。樹液（無処理）と
前培養で使用した合成培地中の糖濃度が異なることから、グルコースを樹液の糖濃度１２
．０質量％になるように樹液（無処理）へ添加、溶解した物を使用した。その結果、樹液
（無処理）を用いた場合、乳酸では約半分、ポリヒドロキシ酪酸の蓄積の指標となる菌体
量はほぼ生育なし、またブタノール生産能もほとんど認められない結果となった。一方、
栄養源の影響も考えられるため、前記各合成培地成分を樹液に溶解して、発酵試験を行っ
たが発酵生産量の改善及び菌体量の改善は認められなかった。これらの結果は明らかに樹
液にこれらの発酵生産を阻害するような因子が含まれていることが確認出来た。
【００６１】
【表１】

【００６２】
　樹液中の発酵阻害因子により前記の発酵生産能を阻害することが明らかとなった。酵母
によるエタノール発酵においてはこのような現象は認められないことから、特に微生物に
おいても細菌を用いた微生物発酵生産能に広く阻害能を持つことが推察された。従って、
これらの阻害因子を取り除くための処理方法の検討を行った。
【００６３】
［実施例１：活性炭による樹液の処理］
　すべての活性炭は前記樹液（無処理）に対し乾燥重量で５質量％になるように添加した
。活性炭として市販されるチャコール活性化（Ｃｈａｒｃｏａｌ　ａｃｔｉｖａｔｅｄ）
粉末（ナカライ）を使用した。活性炭添加後、４℃で約５時間放置した。ワットマンフィ
ルターを用い、活性炭を含む樹液を濾過することにより活性炭と樹液を分離し、フィルタ
ーを通った樹液を活性炭処理済み樹液（活性炭処理－樹液）とした。またオイルパーム搾
汁後の残渣である搾汁繊維を用いて、活性炭を調製した。室温乾燥した搾汁残渣１０ｇを
用いて直接マッフルにより６００℃にて炭化させた。放冷後、前記と同様に活性炭として
樹液に加え４℃で約５時間放置した。ワットマンフィルターを用い、搾汁繊維活性炭を含
む樹液を濾過することにより樹液を分離し、繊維活性炭処理済み樹液（パーム繊維活性炭
処理－樹液）とした。
【００６４】
［実施例２：ｐＨ調整による樹液の処理］
　樹液（無処理）の通常のｐＨは約５．０～６．５付近にある。その樹液のｐＨを酸性側
ｐＨに調整する場合は、１Ｎ～４Ｎ塩酸を用い少量ずつ加えて行き、ｐＨ２．０、ｐＨ３
．０、ｐＨ４．０、ｐＨ５．０にそれぞれ調整した。またアルカリ側ｐＨへ調整する場合
、１Ｎ～４Ｎ水酸化ナトリウム溶液を少量ずつ加えて行きｐＨ６．０、ｐＨ７．０、ｐＨ
８．０、ｐＨ９．０、ｐＨ１０．０、ｐＨ１１．０、ｐＨ１２．０、ｐＨ１３．０へそれ
ぞれ調整した。どちらのｐＨにおいても樹液１００ｍｌあたりに約０．５ｍｌ以下の添加
にてｐＨ調整を行った。調整後、４℃にて３時間放置することで沈殿生成を促進させた。
生成した沈殿物は遠心分離（１０，０００回転、５分間、４℃）することで沈殿物を取り
除いた。得られた樹液はｐＨをｐＨ５．０～５．５の範囲に前記塩酸又は水酸化ナトリウ
ム溶液を用いて再度調整した。これらの樹液をｐＨ調整処理済み樹液とし、ｐＨ２．０－
４．０の酸性ｐＨ（酸性ｐＨ処理－樹液）、ｐＨ５．０－７．０の中性ｐＨ（中性ｐＨ処



(16) JP 5825690 B2 2015.12.2

10

20

30

理－樹液）、ｐＨ８．０－１１．０弱アルカリｐＨ（弱アルカリｐＨ処理－樹液）、ｐＨ
１２．０－１３．０の強アルカリｐＨ（強アルカリｐＨ処理－樹液）と分け傾向を検討し
た。
【００６５】
［実施例３：凝集剤による樹液の処理］
　樹液の凝集剤による影響を検討するために、無機凝集剤で処理を行った。無機凝集剤と
して硫酸アルミニウム及びポリ塩化アルミニウムを用いた。樹液（無処理）１リッターに
対してそれぞれ、０．２重量％（ｗ／ｖ）を加え、１時間４℃で放置することで沈殿を生
成させた。その後、前記と同様に遠心分離を行い、沈殿を取り除いた。得られた樹液は凝
集剤処理済み樹液として実験に使用した。
【００６６】
［実施例４：限外濾過による樹液の処理］
　樹液中の高分子化合物による影響を確認するため、限外濾過膜を利用した樹液の処理を
行った。限外濾過膜として遠心型限外濾過装置を用いて樹液を遠心濾過した。樹液（無処
理）約３０ｍｌを用い、遠心型限外濾過膜装置（ミリポア　アミコン　分子量１０，００
０カット）により５，０００回転、３０分間の遠心により分子量１０，０００以下の化合
物が含まれるとされる濾液を調製した。その濾液は限外濾過処理（低分子画分－樹液）と
して実験に使用した。
【００６７】
[実施例５：加熱処理による樹液の処理]
　樹液中の発酵阻害物質の熱処理による影響を確認するため、オートクレーブによる熱処
理を行った。樹液約５０ｍｌを用いてガラス製三角フラスコへ移し、トミー精工社製のオ
ートクレーブにより１２０℃、１０分間の条件において前処理を行った。調製した樹液は
タンパク質等の不溶性沈殿物が生じたが、そのままの状態で使用した。
【００６８】
［比較例１：無処理の樹液］
　無処理の樹液を比較例１とした。
【００６９】
[樹液の総フェノール量の測定]
　樹液中の総フェノール化合物の量を測定するために、樹液及び前記各処理を行った樹液
（実施例１～５、比較例１）を用いてフォーリン・チオカルト（Ｆｏｌｉｎ・Ｃｉｏｃａ
ｌｔｅｕ）法により測定した。フェノール化合物のスタンダードとしてガリック酸を用い
濃度測定のための検量線を作成した。単に搾汁を行ったパーム幹中の樹液の総フェノール
量は、約８５０ｍｇ～約１，０４０ｍｇ含まれており、その平均９４２ｍｇ±８６ｍｇの
範囲で存在していることが分かった（比較例１）。一方、前記処理を行った樹液中の総ポ
リフェノール含量を測定した結果、いずれの処理法でも総フェノールが低下することが明
らかとなった（実施例１～５）。その結果を表２に示す。
【００７０】
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【表２】

【００７１】
[各種前処理による樹液中の糖濃度の影響試験]
　これらの処理により樹液中の糖含量へ影響を示すかどうかを確認するため、各処理後の
樹液中の糖組成及び糖含量の測定を行った。各樹液に含まれる糖含量は各遊離糖の測定に
は、示差屈折検出器を用いた高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）により測定した。
分析条件はＣＡＲＢＯＳｅｐ ＣＨＯ－６８２カラム（東京化成工業）を使用し、移動相
は超純粋水（０．４ｍｌ／分、８０℃）を用いた。樹液中の微生物発酵可能な糖としては
グルコース、スクロース、フラクトースが主に存在することが知られている(特許第４０
６５９６０号)。従ってこれらの遊離糖をそれぞれ測定し、その総量として示した。その
結果を表３に示す。樹液（無処理）においては１１．９±９．６重量％（グルコース、ス
クロース、フラクトースの総量）であった。一方、各処理によって調製した樹液中の遊離
糖量を測定した結果、糖量の減少は認められず、特に活性炭などの吸着物質を用いたとし
ても樹液中の糖量や、各遊離糖の含量の比率に変化は認められなかった。従ってこれらの
方法は樹液中の発酵可能な遊離糖の損失を抑制しながら、発酵阻害物質と推察されるフェ
ノール性物質を取り除く方法として優れていることが明らかとなった。
【００７２】
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【表３】

【００７３】
[実施例６：前処理した樹液を用いた発酵試験]
　前記、各種前処理した樹液（実施例１～５、比較例１）を用いて、前記の培養法に従い
好熱性乳酸発酵菌であるバチルス・コアグランス、バイオプラスチックポリヒドロキシ酪
酸生産菌であるバチルス・メガトリウム、ＡＴＣＣ１１５６１株、及びバイオブタノール
生産菌であるクロストリジウム・サッカロブチリカムＮＢＲＣ１０９３５８を用いて発酵
試験を行った。その結果を表３に示した。結果から無処理の樹液に比較し、各処理を行っ
た樹液による発酵生産効率は約１．２倍～２．６倍まで向上することが明らかとなった。
一方、特にｐＨ調整及び凝集剤を加えた沈殿物を除去しない処理液を用いても同様な結果
が得られることから、凝集沈殿により発酵能に影響を及ぼす発酵阻害物質は不活化してい
ることが考えられた。これらの結果からオイルパーム幹から樹液を前処理することで、樹
液中の発酵阻害物質が効果的に除去され、微生物の成育や有用物質生産が促進され、発酵
生産能力を向上させることが明らかとなった。下記表４中、括弧内は無処理の樹液を用い
た際の生産量を１．０とした時の各前処理樹液を用いた生産量との相対値を示している。
【００７４】
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【表４】

【００７５】
［実施例７］　オイルパーム幹搾汁液の前処理によるアミノ酸発酵生産への影響
　アミノ酸発酵の中でもグルタミン酸は代表的なアミノ酸発酵生産として知られている。
樹液中の発酵阻害物の影響を受けるかどうか確認するため、前記、樹液前処理として、活
性炭処理、弱アルカリｐＨ処理（ｐＨ１１．０）、凝集剤（ポリ塩化アルミニウム）で処
理を行った樹液（実施例１～３、比較例１）を用いてグルタミン酸発酵試験を行った。そ
の結果を表５に示す。結果、いずれも無処理樹液よりもグルタミン酸の生産能は向上する
ことから、アミノ酸発酵においても樹液前処理の影響は確認出来た。
【００７６】
【表５】

【００７７】
　一方、合成培地によるこれらの発酵生産能と、各前処理を行った樹液による発酵生産量
を比較した結果、いずれも表１に示した市販合成培地よりも前処理済みの樹液の発酵能は
明らかに高い。このことはオイルパーム幹を搾汁した樹液において、発酵阻害物質と想定
されるフェノール性物質を沈殿により不活化すること、又は分画除去することで合成培地
以上の発酵生産培地として利用できることが明らかとなった。
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【００７８】
［実施例９］
　上記実施例２に記載された、弱アルカリｐＨ処理－樹液により得られたフェノール性物
質を含む発酵阻害物質の凝集沈殿物を遠心分離（１０，０００回転、４℃、１０分間）に
より回収した。また活性炭処理樹液に利用した活性炭をワットマンフィルターにより分離
回収した。これらの沈殿物や活性炭は恒温機内で７０℃にて一晩乾燥させた。その様相を
図１、図２にそれぞれ示す。上記表２に示すようにこれらの沈殿物又は活性炭はフェノー
ル性化合物や繊維由来の微粒子を含んでいると考えられた。一般に炭素が多く含まれるフ
ェノール性物質は、燃料成分（非特許文献４，５）、有用なサプリメント素材（非特許文
献６，７）、肥料成分（非特許文献８：茶ポリフェノール含有有機肥料製造技術日食　１
９９５／１１／１５　日付　０７９５９　号　０２面　Ａ、）、又は樹脂素材（特許文献
９）に加工利用することが可能であることが知られている。
【００７９】
　これらの沈殿物にフェノール性化合物等含まれているかを確認するため、樹液のアルカ
リｐＨ処理した乾燥沈殿物（図１）を用い、有機酸やフェノール性化合物を測定した。有
機酸の測定は、沈殿物を蒸留水にて溶解し、前記記載のＨＰＬＣ有機酸分析システムによ
り分析を行った。またこの沈殿物に含まれるフェノール性化合物の測定は乾燥沈殿物を１
～３ｇ程度秤量し、アセトン（０．１ｍＬ）、水（１０ｍＬ）、２ｍｏｌ／Ｌ　塩酸（０
．１ｍＬ）を入れ、軽く撹拌し溶解した。ジエチルエーテル（１０ｍＬ）を入れ１　分間
撹拌した後、常温にて遠心分離（３０００ｒｐｍ、５分間）を行った。ジエチルエーテル
層を回収し、ジエチルエーテルを１ｍＬ　程度まで減圧濃縮した。この濃縮液をスクリュ
ーバイアル（１．５ｍＬ）に移し入れ、６０℃に保温したアルミブロックヒーターで緩や
かに乾燥し、アセトン（０．１ｍＬ）を加え再溶解した。この再溶解液にＮ，Ｏ－ビス（
トリメチルシリル）トリフルオロアセトアミド　（１％トリメチルクロロシランを含む）
（東京化成工業株式会社）（９９：１）（０．１ｍＬ）を加え軽く撹拌し、室温で１　時
間以上静置したものを試料溶液とした。この試料溶液をガスクロマトグラフ質量分析計（
ＧＣ／ＭＳ）により測定を行った。ＧＣ／ＭＳはＧＣ６８９０（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｒｏｇｉｅｓ）とＡｕｔｏｓｐｅｃＵｌｔｉｍａ（Ｍｉｃｒｏｍａｓｓ）を用い、
カラムＤＢ－５ＭＳ、キャリアガスはヘリウム（２ｍＬ／ｍｉｎ）の昇温プログラム　：
６０℃（１ｍｉｎ）　５℃／ｍｉｎ　３２０℃（７ｍｉｎ）にて分析を行った。
【００８０】
　その結果、有機酸等においては、樹液１ｍｌ中に約４９μｇ～２５０μｇの範囲でグリ
セロールやクエン酸、コハク酸、フマル酸等様々な微生物生育に促進効果を持つとされる
有機酸類が認められた。一方、芳香環を有するとされるバニリン酸、シリンジック酸など
パラヒドロキシ安息香酸やジメチル安息香酸といった物質は、樹液１ｍｌ中に約３０μｇ
～２６０μｇの範囲で含まれていることが明らかとなった。
　本明細書に示した凝集沈殿や活性炭処理により、通常樹液成分として可溶であったフェ
ノール性物質を、糖質等、微生物生育に必要とされる有用成分を樹液中に残したまま、分
離回収できる。図1及び図２に示した沈殿残渣は、非特許文献４～８，特許文献９に開示
される原料として利用加工することができる。本発明による樹液利用及び樹液から得られ
た微生物発酵阻害物質利用のフローを図３に示す。
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