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緒　論

微生物による有用物質の発酵生産を効率良く行うためには、有用物質の比生産

速度を低下させることなく菌体濃度をできるだけ高めることが重要である。しか

し、発酵生産においては、しばしば生産物による微生物の増殖阻害が起り、従来

の回分および流加操作による発酵では効率的な発酵生産が行えない場合が多い。

このため、発酵における生産物阻害を回避するために多くの研究がなされてきた。

膜分離を用いた清流培養システムがその一つとして挙げられるが、未解決の問題

も多く残されているl‾18）。

濯流培養は、新鮮培地を連続的に供給する一方で膜分離によって菌体をリアク

ター内に保持しながら培養液を抜き取る培養法である。この方法で増殖阻害物質

濃度を低く保つためには、多量の新鮮培地の供給を必要とし、供給した新鮮培地

と同等の多量の培養廃液が生じる。また、菌体濃度の増加とともに稀釈率を高く

することが必要となり、リアクター内での基質の滞留時間が短くなるため、基質

の利用効率も低下するl‾5）。さらに、高い稀釈率のもとでは、膜のプアウリング

が生じ易くなるなどの問題も生じる4‾1日。

本論文は、このような漂流培養における問題を解決し、生産物阻害を伴う微生物

の高密度培養を効率的に行う為のプロセス開発を目的として実験的研究を行った

もので、7章からなっている。

第1章では、本研究の意義を明確にするため、分離を伴う培養に関する既往の

研究として、膜分離、溶媒抽出および吸着に焦点を絞り、それぞれの分離法の特

性および現状、また培養に応用する際の問題点について紹介した。

第2章では、膜分離を利用した高密度培養に用いることを目的として、プアウ

リングに強いと考えられる回転型セラミック膜分離装置を試作した。この装置の

基礎データを得るために、培養を想定した条件下でろ過実験を試みた。実際の培
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養系では、菌の好気性、嫌気性によらず培養液中に酸素、窒素および二酸化炭素

等の気泡が存在する。しかし、これまでにろ過において培養条件を考慮して気泡

の影響について検討した報告例は少なく、特に回転型ろ過装置を用いた場合の報

告例に関しては見あたらない。このため、通気系及び無通気系においてバン酵母

懸濁液を用いたろ過実験を行い、気泡のろ過速度に及ぼす影響について検討を行

った。また、回転型セラミック膜分離装置の実用性を確認するために、生産物阻

害を伴う発酵の一つである野性株のCorynebacterium glutamicumを用いたリジン

発酵に回転型セラミック膜装置を用いて高密度培養を行うことを試みた。

第3章では、生産物阻害を伴う微生物の高密度培養プロセスの開発として、プ

ロピオン酸菌の一種で、ビタミンB12生産菌の一つとして用いられている

Propionibacterium freudenreichiiの高密度培養を効率的に行うプロセスの開発

に着手した。本菌の培養においては、副生産物として分泌される酢酸およびプロ

ピオン酸が菌の増殖を阻害するため、従来の回分および流加培養では、高い菌体

濃度を得ることは困難であった19）。そこでこれらの有機酸による増殖阻害を低減

するために、回転型セラミック膜分離装置を用いた湾流培養を行った。

第4章では、第3章で明らかになった湾流培養の問題点（未利用の基質を含む

多量の培養廃液が生じる点）を改善するために、増殖阻害物質を培養ろ液から選

択的に除去する方法について検討を行った。菌に対する毒性の強いプロピオン酸

を除去する方法として溶媒抽出法および吸着法が考えられ、これらについて比較

検討を行った。

第5章においては、第4章の結果より選定された活性炭に関して、吸着特性お

よび活性炭によるプロピオン酸除去システムの確立に必要なカラム交換時期の予

測について検討を行った。中性条件下での活性炭による有機酸の吸着のメカニズ

ムについては不明な点が多い。本論文では、有機酸の吸着機構が解離型と非解離

型の有機酸では異なると考え、有機酸を解離型と非解離型に分けて整理し、それ
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ぞれの吸着特性について検討を行なった。また培養液中には酢酸およびプロピオ

ン酸が含まれており、吸着性が似ている点から一方を無視して吸着平衡を整理す

ることはできないと考えられた。そこで単成分系だけでなく、二成分系の吸着平

衡式についても検討を行った。培養系におけるプロピオン酸除去システムとして

活性炭充填カラムを用いるためには、カラムが吸着飽和に達する時期を知る必要

がある。このため、パーソナルコンピューターによる数億計算プログラムを作製

し、活性炭カラムの破過曲線をシミュレートすることを試みた。またカラム出口

のpIの変化に着目し、これをモニタリングすることによってカラムの交換時期を

判断することを試みた。最後に活性炭の再生法についての検討を行った。

第6章では、プロピオン酸菌の清流培養に活性炭カラムによるプロピオン酸除

去システムを組み入れて、低い稀釈率により高密度培養を行うことを試みた。こ

れによって得られた結果を、活性炭カラムを用いない従来の濯流培養での高密度

培養の結果と比較し、プロピオン酸除去システムを導入した高密度培養プロセス

についてその有効性および問題点に関して考察を行った。

第7章では、結論を兼ねて本研究の総括を述べた。
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第1章　生産物分離を伴う培養に関する既往の研究

微生物の培養においては、しばしば代謝産物による増殖阻害が見られ、これが

発酵における生産性を低下させる原因として問題となってきた。増殖阻害を軽減

するためには、培養液から阻害物質を除去する操作が必要である。増殖阻害物質

が有用物質であれば、この操作は生産物の分離精製プロセスの第一段階としても

有効な操作となり重要である。これまでに発酵の生産性の改善および生産物の分

離回収手段として、増殖阻害物質除去に関して様々な試みがなされてきた。この

章では、その中から膜分離、抽出、吸着を利用した研究について紹介する。

1－1　膜分離の利用

1－1－1　膜分離の特性

膜分離とは、膜に存在する細孔によるふるい分けによって、溶質分子を溶媒分

子から分ける操作である。このような膜の作用は、生物体内の至るところで行わ

れており、これが物質の分離手段としてきわめて有効なものであることは古くか

ら知られていた。それにもかかわらず、その本格的な応用が遅れていたのは、も

っぱら適当な性質を備えた膜が人工的に得られなかったためである。膜分離の起

源は、1854年にGrahanがばうこう膜による透析現象を兄い出したことにさかのぼ

る。1950年代に海水脱塩の研究が始まり、逆浸透法が開発されたことをきっかけ

に膜材料の開発が活発になり、優れた特性を持った膜が作られるようになった。

それに伴い膜分離の応用分野は、急速に拡大してきた20）。様々な分離法の中で膜

分離が求められる理由は、膜分離が相変化を伴わない分離法であることである。

処理物質が生化学物質である場合、熱変性が問題となることが多いが、膜分離は

加熱操作によらないため処理物質の熱変性の心配がない。また、加熱操作によら
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ないため、所用エネルギーの少ない分離法でもある。現在膜分離は、海水脱塩を

はじめとして、食品、化学、医薬品工業や廃水処理等、様々な分野で利用されて

いる21㌦

1－1－2　培養における膜分離の利用

微生物による有用物質の生産においては、菌体濃度をできるだけ高くし、比生

産速度を高く保っことが生産性を高める手段として重要である。通常の回分培養

においては、栄養源の枯渇やしばしば見られる代謝生産物の蓄積による増殖阻害

などによって高い菌体濃度が得られない。したがって、生産物が菌体内に蓄積さ

れるため高い菌体濃度が望まれるような発酵には回分培養は適していないと言え

る。これらの問題を乗り越え、高い菌体濃度を得るために流加培養22●24）や反復

回分培養1・24・25）が行われてきた。しかし、流加培養は基質を断続的に加えるこ

とで栄養源の枯渇を防ぎ発酵期間を延長するものであるため、生産物による阻害

が強い場合には生産性の改善はあまり期待ができない。一方反復回分培養におい

ては、菌体の分離に膜を利用するなどして培養液を入れ換える操作を行うため生

産物阻害を防ぐのには有効であるが、操作が煩雑で雑菌汚染の危険性の高い点が

問題であると言える。

これらの非連続的な培養に対し、連続的な培養法である湾流培養は生産物阻害

が存在する発酵に通していると考えられる。膜分離を用いた湾流培養は、基質を

連続的に供給する一方で膜分離によって菌体をリアクター内に保持しながら培養

液を連続的に抜き取る培養法である。清流培養が生産物阻害が存在する培養に適

していると考えられる根拠は、基質を連続的に加えることにより栄養源の枯渇を

防ぐためだけでなく、増殖阻害物質を洗い流す効果が期待できるためである。ま

た、生産物が菌体外に放出される場合には生産物の分離回収が同時に行える培養

法としても期待され、検討が行われてきた卜17）。
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微生物を用いた湾流培養においては、一般的に微生物は通さない程度の孔径を

有する精密ろ過膜によってろ過が行われている。このため、用いる膜の性質や問

題点が、そのまま培養の生産性に大きな影響を及ぼす重要な要素となる。近年の

製膜技術の進歩により、高性能な膜が生産されるようになったが、膜分離の欠点

がなくなったわけではない。膜分離の欠点は、プアウリングが起ることである。

プアウリングによりろ過が不可能になった場合、無菌操作を必要とする培養にお

いては、膜を交換すること．は容易ではなく、培養を中断することを余儀なくされ

る4・6・18㌦　また培養における生産性は稀釈率に支配されることが多い。このため

プアウリングによって稀釈率が制約される場合には、培養における生産性も制限

されることになる415・9・11）。膜分離は廃水処理等へも応用されている12・26‾3日）。

廃水処理においては、膜がどれだけ長期間のろ過操作においてプアウリングを起

こさず耐えられるか否かが重要な要素である。これらのことから膜分離において

は、膜のプアウリングを如何に抑制するかが重要な検討課題とされ研究されてき

た。プアウリングを抑える手段を確立するために様々な研究がなされ、それが高

密度培養にも応用されている。以下にその概要について述べる。

1－1－3　フアウリングのメカニズム

プアウリングの原因は、膜面に形成されるゲル層やケーク層によるものと膜細

孔の目詰まりによるものの二つに分けられる26・27・29‾3日。ろ過においては、ろ

過に伴って懸濁物質が阻止され膜面付近に蓄積するため、膜面付近の懸濁物質濃

度が上昇する濃度分極現象が起る18・32・33㌦　この現象により膜細孔に最も近い膜

面上は懸濁物質濃度が極端に高くなるため、その結果ゲル状またはケーク状に懸

濁物質が形成されて、ゲル層やケーク層が生じると考えられている。また濃度分

極現象により浸透圧が増加して実質的なろ過圧力が低下することも透過流束を減

少させる要因となる33）。これに対し膜細孔の目詰まりは、膜の細孔径よりも小さ
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い物質が原因で起る。菌体分離膜として使用される膜は精密ろ過膜であるが、ケ

ーク層によるダイナミック効果26‾38・33）がある場合の目詰まりの原因は、限外ろ

過と同様で菌体破砕による微小な菌体の破片や菌体由来の蛋白質であると考えら

れている34・35）。これらのプアウリングのメカニズムは、膜細孔径が異なる膜を

用いた実験によって説明されている26・3日。清水らは、0．05～1．6　〟皿の細孔径

を持つ4種類の管状アルミナ膜を用いてろ過実験を行い、孔径が小さい膜ではケ

ーク層抵抗が大きくなり、また孔径が大きい膜では目詰まり抵抗が大きくなる結

果を得ている3日。このことは、孔径が小さいと膜によって阻止される物質による

濃度分極現象が起き易くケーク層が形成され易くなるためケーク層抵抗が大きく

なり、一方、孔径が大きいと膜細孔を通過する物質が多くなるために目詰まりに

よる抵抗が大きくなることを示している。

1－1－4　膜面の掃流によるプアウリングの抑制効果

膜面に生じるケーク層やゲル層を防ぐ手段として、膜面を液体のせん断応力で

掃流する方法が採用されている。与えるせん断応力が大きいほどケーク層やゲル

層の成長が抑えられ、ろ過速度が大きくなることが様々なろ過法で実証されてい

る13・26・36‾38）。その代表的な方法は、クロスフローろ過である。クロスフロー

ろ過とは、膜透過方向に対して直角方向に高流速で懸濁液を流して膜面に生じる

せん断応力を利用し、ケーク層やゲル層の形成を防ぐろ過法である。細孔径の異

なるセラミックを用いて、透過流束に対するクロスフロー液流速の影響について

検討した結果が報告されている26・27・3日。これらの研究により、高い液流速の場

合、小さい細孔径の方が高い透過流束が得られることが分かっている。これは高

い液流速では、ケーク層形成が抑制され、ケーク層によるダイナミック効果が減

少し、その結果細孔径が大きな膜ほど細孔の目詰まりが生じるためである。

一方、長時間のろ過や懸濁物質濃度によっては、クロスフローろ過を用いても
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ケーク層やゲル層は完全には除去されない。このため、クロスフローろ過におけ

るケーク層除去性能改善のための試みもなされている。Ⅰ皿aSakaらは、メタン発酵

における菌体濃縮にセラミック膜を用いて、気一液二相および気一液一国三相で

のクロスフローろ過を行った28）。そして気泡や固体粒子が、ケーク層除去性能の

改善に有効であることを報告している。しかし同時に、気泡や固体粒子を懸濁液

に混入させると、混入させなかった場合よりも最終的に透過流束が減少したこと

も報告している。これは過度なケーク層の掃流によりケーク層によるダイナミッ

ク効果がなくなり、目詰まりが促進されるためと考えられた。精密ろ過の場合、

ケーク層は自己防御ダイナミック膜として働き、微粒子を阻止して膜紳孔の目詰

まりを防ぐと考えられている。このようなダイナミック効果を用いると、精密ろ

過膜によっても限外ろ過に匹敵する分離を行なうことができることも報告されて

いる33）。このようなことからも、ケーク層を自己防御ダイナミック膜として働け

る程度残して、膜細孔の目詰まりを防ぐことが重要であると考えられている26‾

38．33）

通常のクロスフローろ過は膜を固定した状態で行なわれてきたが、円筒型の膜

を回転させて、膜面に生じるテイラー渦流によるせん断応力を利用して、ケーク

層やゲル層の形成を防止する方法が検討されてきている36・37・39‾4日。これらの

方法においては、テイラー渦流によってケーク層はほとんど掃流されるので、膜

の目詰まりが主なろ過抵抗となっていると考えられている。この日詰まりを防ぐ

手段として、周期的なダイナミックろ過法が報告されている。村瀬らは、ろ過を

行なう時は膜を静止させてケーク層が生じるダイナミックろ過を行い、周期的に

ろ口を閉めてろ過が起らない状態にして膜を回転させ、ケーク層を除去する方法

を用いた48）。この方法により、粘着性が大きく従来ケーク層を十分に掃流できな

かった難ろ過性スラリーのろ過速度をかなり改善できるとしている。また、テイ

ラー渦流によるせん断応力を利用したろ過は、血しょう分離に有効であることが
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報告されている41）。血しよう分離においては、赤血球が破壊されることを避けね

ばならない。赤血球の溶血は、医療において様々な弊害をもたらすためである。

テイラー渦流によるボルテックスを利用すると、せん断応力によりケーク層の形

成を防ぐと同時に、赤血球の破壊も避けることができる。このため、潜血を起こ

さないで高い透過流束が得られる血しょう分離器として実用化が試みられている。

また、円盤型の膜を回転させて膜面に生じるケーク層やゲル層を掃流するろ過

方法が検討されている42・43）。従来のクロスフローろ過では、高流速を生み出す

ための循環ポンプが菌体に損傷を与え、この破砕菌体由来のタンパク質等が目詰

まりの一因と考えられた。しかしこの方法によると、液を循環させるタイプのク

ロスフローろ過と比較して菌体の損傷による蛋白質の生成を五分の一に抑えられ

ることが報告されている。

その他に報告されている膜面の掃流を利用したろ過方法として、振動板型フィ

ルターによるろ過がある38・44）。これは振動板をケーク表面に平行に振動させる

ことによって発生する流体のせん断作用を利用して膜面を掃流するろ過法である。

村瀬らは、平板状の濾紙を用いた振動板型フィルターによるろ過について検討を

行い、通常のケークろ過の場合と比較してケーク層の厚さをかなり抑制できるこ

とを報告している38）。

1－1－5　逆洗によるプアウリングの抑制効果

膜面の掃流によるプアウリングの抑制では、適度なケーク層によるダイナミッ

ク効果を重視した報告が多く見られるが、その一方で逆洗を行なうことによって

目詰まりを防ぎ、ダイナミック効果を利用しないで大きな透過流束を得ようとす

る試みがある13・45t46）。Hatsumotoらは、セラミック膜を用いた酵母懸濁液のク

ロスフローろ過に逆洗を取入れて、その効果について検討を行っている46）。定期

的にろ過を停止し、ろ液を用いた逆洗を行うことにより、膜細孔の目詰まりを改
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善し、ろ過開始時の大きな透過流束を取り戻すことが出来ることを報告している。

しかし、微生物からなるケーク層は粘着性が大きく、庄密化もしやすいことから、

一度生じたケーク層やひどい目詰まりをあとから液流によって除去することは困

難であると考えられる。このため大きな透過流束を得るためには、逆洗間隔を短

く設定して、目詰まりがひどくなる前に頻繁に逆洗を行う必要がある。

1－1－6　電場によるプアウリングの抑制効果

薄質がタンパク質のように電荷を持っ場合、膜を介して同電荷を印加すると、

これが溶質の持っ電荷に作用して反発するため、濃度分極層やゲル層の形成が制

限される。このような原理を利用したものが電気ろ過である47・48）。木村らは、

実線製のハウジングを陰極とし、他方の電極（陽極）として管の中心にステンレ

ス棒を設置したセルロースアセテート膜を用いて電気限外ろ過を行っている47）。

この装置を卵白アルブミン溶液のろ過に応用したところ、ゲル層形成の抑制に電

場の効果があることが確認されている。狩谷らは、セラミック膜を用いた電気ろ

過を行っている48）。微生物が負に帯電していることを利用して、ステンレス製の

ハウジングを陽極、セラミック膜内部のステンレス製液だまり防止棒を陰極とし

て電圧をかけ酵母懸濁のろ過を行った結果、電圧をかけない場合の3倍の透過流

束を得ている。しかし、ろ過開始5時間後、電極として用いたステンレスの溶出

が起こりろ過を中断せざるを得なくなったとされており、電極として用いる容器

の材質について検討が必要であることが報告されている。

1－1－7　微生物の高密度培養への応用

代謝産物が増殖阻害物質となる培養の生産性改善に、膜分離はよく利用されて

いる卜18）。膜分離によって細胞濃度が濃縮された培養液を再び培養槽にもどして

細胞を再利用するシステム（湾流培養）は、セルリサイクルシステムとも呼ばれ
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ている。ここでは、膜分離が応用されている様々な培養について紹介し、最後に

問題点についてまとめた。

1）アセトン・ブタノール発酵への応用

Schloteらは、酢酸セルロース限外ろ過膜をClostridium acetobutylicumによ

るアセトン・ブタノール発酵に応用して濯流培養を行い、稀釈率が大きいほど生

産物による増殖阻害が軽減され生産性が改善される結果を報告している2）。

Ferrasらは、培養期間中の膜のプアウリング対策として二本のセラミック膜を

用いたクロスフローろ過によるアセトン・ブタノール培養を行なった6㌦一方の

膜がプアウリングを起こしても、もう一方を用いて培養を続け、その間にプアウ

リングを起こした膜の洗浄再生を行なうという方法を用いている。培養は連続し

て　500時間続けられ、最高菌体濃度は125g／1に達している。

2）ェタノール発酵への応用

酵母によるアルコール発酵においては、エタノールが増殖阻害国子となるため、

通常の日本酒のエタノール濃度14‡を回分培養によって効率良く安定して得るの

は困難であった。甘atanabeらは、ホローファイバーを反復回分培養による日本酒

の生産に応用した25）。その結果、エタノール濃度を一ケ月の間14％に維持でき

たことを報告している。

甘ishizavaらは、高い菌体濃度による高いエタノール生産性を得るため、ホロー

ファイバーを用いて培養を行っている14）。パン酵母を用いて稀釈率0．58h‾1で

30時間培養を行い、菌体濃度85g／1及びェタノール生産性として27g／1／hを

得ている。

‡offⅢannらは、Saccharo町CeS CereVisiae　を用いた培養にクロスフローろ過を

応用している15）。そして稀釈率0．64h‾lで菌体濃度90g／1を達成し、エタノー
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ル生産性は44g／1／h　に改善されたことを報告している。

3）乳酸発酵への応用

乳酸発酵においては、乳酸が増殖阻害となっている。乳酸濃度の増加にしたが

って乳酸菌の比増殖速度は段々と減少し、乳酸濃度が22g／1以上になると急速に

比増殖速度は減少することが知られている7）。Taniguchiらは、セラミック膜を用

いたクロスフローろ過をBifidobacteriu皿longumの培養に応用して乳酸濃度を低

く保ち、回分培養の7倍の菌体濃度を得ている8）。またTaniguchiらは、同様に

してStreptococcus creⅢOris及びLactobacillus血の培養に応用した際には、

回分培養と比較してそれぞれ19倍及び9倍の菌体生産性を得ている7）。

乳酸を安定的に一定生産速度で生産する培養プロセスにも膜分離が利用されて

いる。高密度培養において比乳酸生産速度が徐々に低下することから、乳酸発酵

が増殖関連型であることが兄いだされた。Wangらは、培養液の抜取り法としてホ

ローファイバーによるろ過と、ろ過によらずそのまま抜き取る方式を併用し、こ

れをオンラインにより管理することにより比乳酸生産速度と比増殖速度を安定的

に一定に管理している16）。

IoIstらは、Streptococcuslactisを用いたSOD（superoxide disnutase）の生

産において、乳酸による阻害を避けるためホローファイバーを用いている3㌦そ

の結果SOD生産性は回分培養の4倍に改善された。

チーズホエーの処理にも膜分離は利用されている。チーズホエー中に残存する

ラクトースを有効に利用するため、Lactobacilus bulgaricus　による乳酸発酵が

行われているが、乳酸による阻害のため菌体濃度を高めることが困難で処理速度

は遅かった。鮎haiaらは、ホローファイバーをチーズホエー処理に応用し、菌体

濃度を8倍にまで増加させチーズホエーの処理速度を改善している9）。
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4）有機酸生産菌への応用

プロピオン酸菌の培養においては、代謝生産物であるプロピオン酸が増殖阻害

を起こすことが問題であった。Hatanakaらは、Propionibacterium Shernaniiによ

るビタミン812の生産にホローファイバーを応用し、プロピオン酸濃度を低く保

ち、回分培養の24倍のビタミンB12濃度を得ている川）。

Reedらは、Clostridiu皿thermoaceticuⅢ　による酢酸の生産にクロスフローろ

過を利用している。酢酸が増殖阻害物質であるため、稀釈率を増加させて酢酸濃

度を抑制すると生産性が改善されることを報告している4）。

EnzJningerらは、Saccharomycopsislipolyticaを用いたクエン酸発酵にホロ

ーファイバーを応用し、200時間安定的にクエン酸を生産させ、物質収支の面で

のセルリサイクルシステムの有効性を報告している17㌦

廃水処理の嫌気処理においては、生産される酢酸が菌の増殖を阻害するため、

菌体濾度が制限されることが問題であった。0皿Stead　らは、廃水処理にポリスル

ホン限外ろ過膜を応用し、酢酸濃度を低く抑えることによってろ過膜を使用しな

い場合の20倍の菌体濃度を得ている12）。

5）その他の培養への応用

Streptonyces olivaceus　により生産される抗体　β－1actanは、不安定であるた

め早く回収することが望ましい。ぬrrisらは、β－lactamの生産にセラミック膜を

応用して連続的な抗体の回収を試みた1日。その結果、セルリサイクルにより菌体

を有効に利用しながら、完全な抗体を回収できたことを報告している。

Danielらは、0－ソルビトールから　レソルボーズを生産する培養とグルコースか

ら　2－ケトグルコン酸を生産する培養に、セラミック膜によるクロスフローろ過を

利用している5）。前者の培養にはGluconobacter叩ydansを用い、後者の培養に

はSerratia TLarCeSCenS　を用いている。これらの培養において稀釈率を増加させ
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ることにより菌体濃度が増加し、生産性を改善できたことが報告されている。

6）湾流培養による高密度培養における問題点

これらの研究から、膜分離を用いた湾流培養は、菌体を有効に利用できる点で

優れており、またろ過速度を増加させて稀釈率を上げることが可能であれば、生

産性がかなり改善されることがわかる卜5㌦　しかし、依然として膜のプアウリン

グによりろ過速度が律速となっているため、現状にとどまっている例も見られた

4‾1日。高い菌体濃度の培養液中で菌体が占める体積の割合は、50～70％にもなる。

ろ過においては、残りの30～50％を占める液体をろ過することになる49）。このよ

うな菌体濃度では、菌体濃度増加に伴い液粘度が飛躍的に増加することもろ過を

行なう上で過酷な条件となる日。また消泡剤がプアウリングの原因になることも

報告されている1日。したがって、高密度条件下での膜分離におけるろ過性能が、

培養の成否を分けていると言える。

湾流培養は基質を連続的に供給することによって増殖阻害物質を洗い流す培養

法であり、このため増殖阻害物質とともに基質も流出するため基質の利用効率

にも問題があると考えられるが、これについて検討を行なった報告は見あたらな

い。今後の課題として、増殖阻害物質濃度を低く抑える点だけでなく、基質の利

用効率をも考慮した高密度培養法について検討を行なう必要がある。

1－2　溶媒抽出による培養液からの生産物の分離

1－2－1　溶媒抽出の利用

溶媒抽出は、おもに金属の濃縮、分離及び精製について検討が行われてきた。

1842年Peligotがェーテルを用いてウランを抽出したことに始まり、プルトニ

ウム、コバルト、ニッケル、ユーロピウム、アメリシウム、鋼、鉄、亜鉛等、多
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数の金属の抽出に関して検討がなされ、現夜では工業的分離操作として実用化さ

れているものが多い58・5日。溶媒抽出は濃縮、分離及び精製が同時に行えること

から、培養液からの生産物の回収においても有効な手法として期待できる。その

一例は有機酸発酵である。従来有機酸発酵においては、菌体を除去した培養液に

水酸化カルシウムを加え、有機酸をカルシウム塩として沈澱させて回収を行って

いた。この工程は硫酸による処理をも必要とし複雑であった52・53）。溶媒抽出法

はこれらの工程を簡略化するだけでなく、有機酸発酵において問題となっている

生産物阻害を防ぎ、高密度培養を行うための手段としても期待できる54）。

1－2－2　潜媒抽出による有機酸の分離

廃水処理において生じる酢酸の回収は、酢酸エチルやジエチルケトンを用いた

抽出により行われてきた。しかしこれらの溶媒では、3vt‡以上の酢酸は処理で

きなかったため、より分配係数が大きい潜蝶が望まれていた55）。TOPO（トリオク

チルフオスフィンオキシド）やTOA（トリオクチルアミン）やDOA（ジオクチル

アミン）が低級脂肪酸に対して大きな分配係数を持っ溶媒として兄い出され、こ

れらを抽出におけるキャリアーとして利用した研究がなされるようになった。

Ⅳiitsuらは、TOPOをキャリアーとしてヘキサンに溶かし、酢酸やプロピオン酸

など11種の有機酸について抽出平衡定数を測定している56）。Ⅱanoらも同様に

TOPOを含むヘキサンを用いて14種の有機酸の抽出平衡について検討を行い、抽出

速度が有機酸の疎水性によって支配されていることを明らかにした52）。

C‡Ⅲらは、TOAをキャリアーとしてエタノールに溶かし、4種の低級脂肪酸の抽

出平衡を測定した57）。そしてこの結果を有機相への分配とキャリアーと脂肪酸の

会合を考慮したモデルで評価している。Yennerstenは、クエン酸の抽出について、

TOAをキャリアーとして様々な溶媒を用いて検討し、溶媒によって選択性が異なる

ことや、分配係数が影響を受けることを報告している58）。
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坂井らは、キャリアーとしてpOA（アンバーライト　LA－2）を用い、様々な溶媒

での抽出平衡を測定し、溶媒の効果について検討している59）。Kavanoらは、キャ

リアーとしてDOA（アンバーライト　LA－2）とTOAを用いて、両者のプロピオン酸

抽出速度の比較を行った68）。抽出速度は、会合体の有機相への脱離速度を律連と

した界面移動速度によって決まることを報告している。

1－2－3　溶媒抽出を利用した培養と問題点

抽出を培養に応用することを前提とした場合、考慮すべき条件の一つとして忘

れてはならないものにpⅡがある。これまでにあげた研究においては、有機酸水溶

液のpⅡの調製を行っていない。したがってこれらの結果は一般的に低いp‡での

抽出結果ということになり、低い州が培養条件に合致する場合にしか適用できな

い。そこで恥chnoiらは、抽出を培養に応用することを考慮し、多孔性テフロン

平膜にTOPOを含有するケロシン溶液を含浸させた液膜を用いて、様々なp‡にお

いて　4種の低級脂肪酸の抽出を行っている6日。そして非解離型の脂肪酸だけが

TOPOと会合していることを明らかにしている。この結果より、有機酸の抽出にお

いては、非解離型の脂肪酸の存在が重要であり、有機酸のpEa（Ka：酸解離定数）

より低いpEでの抽出が有効であることを報告している。

培養に抽出を応用する場合、菌体を含む培養液から直接抽出を行うと、液一液

界面に菌が集まり、液一液接触面積が制限されることによって抽出速度が制限さ

れることが問題になる。Crabbeらは、菌体濃度が0．1g／1の時、菌体濃度がゼロ

の時と比較して抽出速度が86％低下することを報告している62）。界面に菌が集

まることを防ぐために、膜分離による菌体の分離や菌の固定化やホローファイバ

ーなどの支持膜の利用が行われている。Ⅱinierらは、界面に菌が集まることを防

ぐため平均サイズ5mmのレンガに菌体を固定化し、n－ドデカノールを抽出溶剤

に用いてエタノール発酵に抽出を応用した63）。抽出を利用してエタノールを分離
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したことにより、糖消費が2倍以上改善されたことが報告されている。

仙chnoiらは、多孔性テフロン平膜を支持膜として菌の界面への集合を防ぎ、こ

れにTOPOを含有するケロシン溶液を含浸させて廃液処理の酸発酵に応用した64）。

この発酵においては、酢酸や酪酸が菌の増殖を阻害しており、これらの酸の抽出

を試みている。菌の最大比増殖速度はpⅡ5．5で得られるが、酢酸及び酪酸の

pKaは4．77及び4．85であり、抽出はこれより低いⅠ用で行うことが有効である。

そこで抽出と発酵を両立させるため、pHは4．8が選択されている。この結果、酸

の生成が5倍に改善されている。

Boeyらは、TOAをn－へブタンなど様々な溶媒に溶かして培養液からのクエン酸

の回収を試みた54）。クェン酸は3段階に解離するためpKaは3つ存在し、比較

的高いp‡でも抽出は可能であるが、完全な非解離型となるpⅡ3以下が抽出を

行うのに最も効果的であることを報告している。

Busche　らは、Clostridiu皿ther皿OaCeticuDlを用いてPI6で酢酸発酵を行った

培養液から　2－ブタノンを用いて酢酸の抽出を行った65㌦抽出を行うためには培

養液のpEを下げる必要があり、75at皿で二酸化炭素を作用させている。そして大

幅に生産コストを下げるには低い州または高酢酸濃度のもとで生育出来る菌を使

用する必要があることを述べている。

このように有機酸発酵に抽出を応用した例の多くは、培養に適するp‡と抽出に

通するpⅡとのギャップが問題となっている。唯一pKaより大きいp‡で抽出が行

えた報告として、ペニシリンの抽出がある。Likidisらは、DOA（アンバーライト

LA－2）をキャリアーとしてn一酢酸プチルに含有させ、培養液からのペニシリン

の抽出を行った66・67）。ペニシリンは弱酸であり　pKaは2．75であるが、p‡4．6

～5．1で抽出を行って　72～961のペニシリンが抽出されたことが報告されている。

また、有機溶媒の多くは生物に対して毒性を示す。したがって分離目的物質に

対して大きな分配係数を持っ有機溶媒を選択しても、有機溶媒が菌の増殖を阻害
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してしまうために有効に使えない例もある。Yabannavarらは、乳酸発酵における

乳酸の抽出分離に乳酸に対して大きな分配係数を持っアラミン336を応用してい

る68）。しかしアラミン336の毒性が強いため、微生物に対して無毒であるオレイ

ルアルコールで15蔦に稀釈したアラミンを用いており、大きな分配係数を生かせ

ていない。これは、膜分離などで菌体を分離した培養液から抽出操作により増殖

阻害物質を分離した場合でも、有機溶媒の毒性が強い場合には僅かに培養液に残

される有機溶媒が菌の増殖を阻害するためであり、抽出操作を培養系に応用する

際の問題となっている。そこで、これを逆抽出を取り入れた二段階抽出を行うこ

とで改善した例が報告されている。Ⅱondaらは、先に述べたアラミン　336の毒性を

除きかつ分配係数が高い状態で使うため、アラミンによる抽出操作を行なった培

養液をすぐに培養槽に戻さず、オレイルアルコールによって培養液中のアラミン

を逆抽出した後に戻す二段階の抽出を乳酸発酵に取り入れた69）。これによりアラ

ミンの毒性は除かれ、アラミン336は40‡の濃度で用いられている。しかし同時

に、より高い分配係数を持っDOAなどの第二級アミンは二段階抽出によっても毒

性を排除できず、利用できなかったことも報告しており、抽出溶剤の毒性の問題

は依然として残されている。

1－3　吸着による培養液からの生産物の分離

1－3－1　吸着による発酵生産物の回収

流体相と固体の表面が接触している時、流体相中の特定成分が固体の表面に対

して親和性があると、この成分に関しては流体相の内部の濃度と固体表面の濃度

が異なる状態がっくりだされる。この現象が吸着であり、様々な親和力を利用し

た吸着剤が存在する。主な親和力に疎水性や親水性による親和力と、イオン（電

荷）による親和力がある。また同荷電のイオンの中でも親和性に差があり、これ
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を利用したものがイオン交換樹脂である。吸着剤による物質の回収は相変化を伴

わないため省エネルギーであり、これらの親和性を利用した様々な有機物の回収

が検討されている78‾72）。

有機酸は代表的な発酵生産物の一つであり、主に希薄水溶液として得られる。

活性炭は、水溶液から酢酸やプロピオン酸など低級脂肪酸を回収する場合によく

利用されてきた吸着剤である。活性炭表面は概して疎水性であり、水との親和性

が小さいため、疎水性の強い物質がよく吸着されるといわれている73）。同じ官能

基をもつ同系列の有機物質は、分子量が大きくなるほど疎水性が大きくなると考

えられている。Giustiらは、活性炭を用いて様々な有機物の吸着を測定し、分子

量の増加にしたがって吸着量が増加する結果から、疎水性の強い物質がよく吸着

されることを確認している78）。しかし有機酸は、溶液のpⅡによっては、解離し

てイオンとして存在するため親水性となる。このため、非解離状態でなければ有

機酸は活性炭に吸着されないことが言われてきた。Kiplingは、活性炭による酢酸

の吸着をp‡を変化させた様々な条件下で行い、p耳7以上では吸着が全く起らない

結果を得ている74）。これにより、吸着が非解離型の分子によるとし、イオン状態

の酢酸は吸着されないことを報告している。また吸着が起らないのは、p‡による

活性炭表面の性質の変化ではなく、溶液の電気化学的な性質によるとしている。

一方Getzenらは、様々なpIで3，6－ジクロロー2－メトキシ安息香酸など4種の有

機酸を活性炭に吸着させ、吸着がイオンと分子の両方で起ることを報告している

75）。この吸着においては、最大吸着量が各有機酸のpEaとほぼ同じpHで得られ

ており、イオンの吸着量が分子の吸着量と同等である結果が得られている。

活性炭以外にも有効な吸着剤が報告されている。エタノールやブタノールの回

収に有効であると考えられ検討されている吸着剤として、アンバーライトとモレ

キュラシープ（シリカライト）がある。アンバーライトは、ローム・アンド・ハ

ース社が開発した巨大網状構造樹脂で、目的に応じて樹脂の極性やイオン交換性
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が異なる製品を選択できる76・77）。一方モレキュラシープ（シリカライト）は、

ユニオン・カーバイト社により開発された結晶性ゼオライトであり、表面は疎水

性で、ゼオライトと異なりイオン交換能はないとされている78）。Ⅳeilらは、シリ

カライトを用いたアルコールの濃縮を報告している78）。シリカライトを用いた吸

着、脱着操作によるエタノールの濃縮では、2‡の溶液を35％に濃縮している。

またブタノールの場合には、0．5‡の溶液を98‡にまで凛縮できたことを報告し

ている。Eleinらも、エタノールの回収にシリカライトを用いて良好な結果を報告

している79）。他にもPittらは、エタノール発酵液からのエタノールの回収にシ

リカライト、アンバーライト‡AD－2及びXA0－7を用いて、これらの吸着剤の実用

性について検討を行っている88）。有機酸の回収については、アンバーライトを用

いた検討が行われている。Richardらは、アンバーライトXAD－1及び‡AD－2を用

いて低級脂肪酸の吸着を行い、分子量が大きいほど吸着量が増加することから、

吸着が疎水性結合によるものであることを考察している8日。吸着が疎水性による

か親水性によるかは、溶媒の質によって異なることが報告されている。Paleosら

は、酢酸と酪酸を水とトルエンに溶かして、中間的な極性を持っアンバーライト

XA0－6及び‡A0－7を用いて吸着を行った82）。そして、極性溶媒である水中では疎

水性の大きい酪酸が多く吸着され、逆に非極性溶媒であるトルエン中では親水性

の大きい酢酸が多く吸着される結果を得ている。

吸着剤の選択についても検討が行われている。Fritzらは、吸着剤として吸着タ

イプのアンバーライト　XAD－2と、陰イオン交換体のアンバーライトA－26を用い、

溶液のp耳を変化させて様々なp耳条件下で酢酸やプロピオン酸の吸着量を測定し、

吸着タイプとイオン交換タイプの比較を行った83）。その結果、有機酸がイオンと

して存在する塩基性溶液ではイオン交換体が有効であり、有機酸が分子状態であ

る酸性溶液では吸着剤が有効である結果を得ている。これらのことから、回収目

的物の状態に応じて吸着剤を選択すべきであることを報告している。
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1－3－2　吸着を利用した培養

様々な発酵生産物について吸着による回収が検討されているが、培養への応用

では改善すべき問題点が指摘されている。Lenckiらは、エタノール発酵に様々な

吸着剤を応用した84）。吸着剤としてシリカライトを選択し、発酵槽に直接投入し

て用いたところ、エタノール濃度は低く保たれたが糖消費能は改善されなかった。

これは、菌がシリカライトに吸着されることと、シリカライトのA1203が菌の増

殖を阻害することが原因であった。このためシリカライトを充填槽に詰めて用い、

シリカライトの分解と菌の吸着を防ぐことができれば、良好な結果が得られると

考察されている。

アンバーライト　XAD嶋4及び‡AD－7を用いた場合についても問題が指摘されてい

る。これらの吸着剤は、培地成分を吸着するため菌の増殖が制限されること、そ

して培地成分の吸着によってエタノール吸着能が20蔦低下することが判明してい

る。またこれらの吸着剤も、菌を吸着し増殖を阻害することが報告されている。

Ennisらも、チーズホエー廃液を基質としたアセトン・ブタノール・エタノール

発酵にシリカライト及びアンバーライト‡A0－16を応用したが、これらの吸着剤が

培地成分を吸着するため、良好な基質消費は実現できなかったことを報告してい

る85）。陶yveらは、動物細胞の培養において増殖阻害を起こすアンモニアの選択

的除去にゼオライトを利用している86）。ゼオライトの選択にあたり培地成分の吸

着が少ないことを選択条件の一つとし、ゼオライト　A3を選択している。そして培

養にゼオライトを応用した結果、アンモニア濃度は阻害レベル以下に保たれ、高

い細胞濃度と細胞生存率を得たことが報告されている。Ihsumaらもアンモニアの

除去にゼオライトを利用している87）。Streptomyces fradiaeによるチロシンの生

産にゼオライトを応用してアンモニア濃度を低く保ち、生産性を3倍に改善して

いる。

以上のように発酵生産物の吸着による回収は検討されているものの、実際の培
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蓑に応用された例は多いとはいえない。ここに述べた例からも明らかなように、

培養系への吸着の応用に関しては、培地成分の吸着がおもな問題となっている。

これを逆に利用したケースも報告されている。Ⅱondaらは、植物細胞の培養におい

て必要な植物ホルモンの供給に活性炭を用いている88）。活性炭と植物ホルモン

2，4－Dとの平衡関係をもとに、2，4－0が消費されて濃度が減少すると予め活性炭に

吸着させた2，4－Dが潜出し供給されるシステムを提案し、センサー等を用いない

でホルモン濃度を制御している。この例より、予め吸着剤に対して培地成分を飽

和状態にしておくことが、培地成分の吸着の解決法の一つとして考えられる。吸

着剤に対する目的吸着物質の親和性が高ければ、予め吸着させた培地成分に対し

て置換吸着も起こり得る。培養において置換吸着について述べられた例は見られ

なかったが、吸着剤の選択の段階において考慮すべき問題である。
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第2章　回転型セラミック膜分離装置のろ過特性とこれを用いた高密度培養

の可能性

2－1　序

濯流培養において膜分離は、菌体および生産物の分離方法として用いられてい

る。既往の研究で述べたように、膜分離を用いた濯流培養における問題の一つは、

膜のプアウリングが起ることにより、大きな透過流束が得られなくなることであ

る。膜のプアウリングは、湾流培養に限らず膜分離を用いるすべてのプロセスに

おいて問題となっている。そこで、フアウリングを防止して大きな透過流束を得

るためにクロスフローろ過や中空の繊維状の膜を束ねたホローファイバーが開発

され、用いられるようになった。しかし、現在用いられているホローファイバー

の多くは、膜材質の耐熱性から蒸気滅菌ができない。また、ホローファイバーは

その構造状の問題から、膜の洗浄および再生が困難な場合が多い。これらのこと

から、培養系に用いる際に必要な性質を十分に持ち合わせているとはいえない。

一方クロスフローろ過においては、高流速で液を流すために菌体に与える損傷が

問題となる34・35㌦既往の研究で紹介したように、クロスフローろ過よりも、膜

自身を回転させるろ過法の方が、菌体に与える損傷が少ないことが報告されてい

る41・43）。これらのことから本研究においては、湾流培養における膜分離装置と

してセラミック膜を用いた回転型ろ過装置を用いることにした。

セラミック膜は無機材質であるため、有機材質からなる膜にない優れた性質を

持っている。一般的にセラミック膜は耐熱性に優れており、700℃の高温処理によ

る熱再生が可能であるほか、機械的強度が大きく剛性を有しており圧力や熱によ

る細孔径の目開きが起らない。本研究で用いたセラミック膜（高アルミナ質）も

蒸気殺菌や薬液洗浄が可能であり、また耐食性にも優れていることから微生物培
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養系での使用に十分耐えられる特性を備えている。

報告されている従来の回転型ろ過装置は、円筒型の膜を回転させることにより

生じるテイラー渦流を利用したせん断応力によって付着層の形成を防ぐ仕組みと

なっている36・37・39－4日。しかし、テイラー渦流を発生させるためには、膜面と

ハウジングの間隙が狭い精密な構造が必要とされる。このため、高速で回転する

膜面とハウジングの接触による事故の可能性を考慮すると、構造の精密さが追求

されるため製作コストがかかり、また、運転におけるメンテナンスにも気を配る

必要性が生じる。しかしながら、クロスフローろ過の原理からすると、膜面掃流

に必要なせん断応力を作用させることができればテイラー渦流は必要ではないこ

とが考えられた。このため本研究では、膜面とハウジングの間隙が大きい回転型

ろ過装置を試作した。このようなテイラー渦流を利用しない回転型ろ過装置につ

いては報告されていない。このため、ろ過特性すなわち膜回転速度やろ過圧力な

どの操作変数のろ過（透過流束）に対する影響について知見を得る必要がある。

また、実際の培養系では、菌の好気性、嫌気性にかかわらず培養液中に酸素、窒

素および二酸化炭素などの気泡が存在する。しかし、これまでにろ過において培

養条件を考慮して気泡の影響について検討した報告例は少なく、特に回転型ろ過

装置における気泡の影響については報告されていない。そこで、本章では、回転

型セラミック膜分離装置によるろ過において、膜回転速度、ろ過圧力および通気

が透過流束に及ぼす影響について検討を行った。また、回転型セラミック膜分離

装置の実用性を確認するため、湾流培養によるリジン発酵を行った。野性株の

CorynebacteriuIn gluta皿icunを用いたリジン発酵は、典型的な生産物阻害の一例

であり、菌体外に分泌されるリジンによって菌の増殖が阻害されるため、回分培

養では生産性を上げることは困難であった。本実験では、回転型セラミック膜分

離装置をリジン発酵に応用して湾流培養を行い、リジンを系外に取り出すことに

より菌体及びリジンの生産性の改善を試みた。これにより回転型セラミック膜分
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献装置が、実際の培養においてプアウリング等を起こさずに長期使用に耐えられ

るか否かについての検討を行った。

2－2　回転型セラミック膜分離装置の仕様

供試膜は、日本ガイシ（株）製非対称構造のアルミナ系管状セラミック膜で、

細孔径0．2　〟Ⅷ、長さ　30cm、内径22．4mm、外径30．2m、有効膜面積は246

cTD2である。仕様を、Table2－1に示した。装置は共轍二重円筒型で、内筒がセラ

ミック膜である。外筒（ハウジング）はステンレス製で、内径69．5皿Ⅲとなって

おり、内筒との間隙は19．7mmである。回転型セラミック膜分離装置の概略を

Fig．2－1に示した。セラミック膜は、中空で下部に穴を持っ主軸に固定されており、

モーターによって回転を行なう仕組みとなっている。

膜の回転により生じる膜表面とハウジング内面の角速度の差によりテイラー渦

流が生じる。安定なテイラー流が形成されるためには、（2－1）式で定義されるテイ

ラー数が40～4000の範囲になければならない39）。

Ta　＝（UR2d／V日2d／（R2＋R3日8・5 （2－1）

Ta：テイラー数　卜］

山　　角速度［S‾l］

R2　　セラミック膜の外半径［皿】

R3　　ハウジングの内半径【m］

d　　　セラミック膜とハウジングの間隙［m］

y　　液体の動粘度［m2・S‾1］

このため、テイラー渦流を生じさせるためには、膜表面とハウジングの間隙を小

さくする必要がある。村瀬らが使用した回転型ろ過装置の間隙は、5～7mである

36・37・48㌦テイラー渦流がケーク層除去に有効であることは、既往の研究に述べ
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Fig．2－1SchematicconstruCtionofarotatingceramicmembrane

module．A：Outlet；B：inlet；C：houslng；D：Ceramicmembrane；

E：hollowshaft；F：electricmotor；G：nltrate
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た通りであるが、このような狭い間隙を持ちながら膜を高速で回転させる運転を

行なうためには、精密な構造が要求され、回転型ろ過装置の作製においてコスト

が高くなる。クロスフローろ過のケーク層除去原理を考えると、テイラー渦流に

よらなくても必要なせん断応力を膜面に与えることができればケーク層は十分掃

流されると考えられる。この考えにより、本研究では大きな間隙を持っ回転型ろ

過装置を製作した。ろ過実験においては、O r叩叉は950r叩以上の回転数で装置

の運転を行ったが、950rfⅦでのテイラー数は39000であり、本実験ではテイラー

渦流は生じなかったと考えられた。

2－3　回転型セラミック膜分離装置のろ過特性

2－3－1　ろ過抵抗の測定理論

透過流束を左右するろ過抵抗には、膜自体のろ過抵抗、ゲル層またはケーク層

によるろ過抵抗及び膜細孔の目詰まりによるろ過抵抗の三つの抵抗が考えられる。

これらの抵抗を求めるために、三つの手順によるろ過実験を行った。ろ過を始め

ると透過流束はろ過時間の経過とともに減少していき、ある平衡値に達する。こ

れは、ろ過に伴う濃度分極等で生成するケーク層の生成速度と、ケーク層の掃流

速度が、ある時間後に平衡に達するためであると考えられている。この時の透過

流束を定常透過流束とし、整理に用いることにした。それぞれのろ過抵抗の計算

法について以下に述べる。

全ろ過抵抗Rは、膜自体の抵抗R皿と目詰まりによる抵抗Rpとケーク層やゲル

層による抵抗Rcの和で表わされる26・27・29‾31）。

R　＝　Rm＋Rp　＋Rc

Ruthのろ過速度式より、透過流束Jは（2－3）式で表わされる89）。

J　＝（P－Pc）／り（加＋Rp＋Rc）

ー28－
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J：透過流束【Ⅶ／S］

R：ろ過抵抗【皿‾1］

P：操作圧力　tPa］

Pc：遠心力［Pa】

刀：粘度［Pa・S］

膜が回転する際、膜細孔中の液体は、遠心力によってろ過の方向と反対方向に力

を受ける。このため真のろ過圧力は、操作圧力から遠心力を引いた値となる。遠

心力Pcは、（2－4）式によって求められる98）。本回転型セラミック膜装置における

膜回転速度と遠心力の関係をTable2－2に示した。

Pc　＝　β以2［（R2）2－（Rl）2］／2

β：密度［kg／皿3】

Rl：セラミック膜の内半径［Ⅲ］

パン酵母液の粘度は、Vandの式である（2－5）式を用いて求めた9日。

り　＝　ワリ（1＋2．5¢　＋7．25¢2）

ワリ：溶媒の粘度［Pa・S］

¢：菌体の体積割合　卜］

（2－4）

（2－5）

したがって透過流束Jを測定することによって（2－3）式より全抵抗Rを求めるこ

とができる。

膜面上のケーク居やゲル層を除去した後、純水を用いて透過流束を測定すると、

この透過流束は目詰まりによる抵抗と膜自身の抵抗によるものと考えられる。こ

の透過流束をJpとすると（2－6）式で表わされる。

Jp　＝（P－Pc）／り（Rm＋Rp）　　　　　　　　　　　　　　　（2－6）

この式より目詰まりによる抵抗と膜自身の抵抗の和Rm＋Rpを求めることができ

る。全抵抗Rから　肋＋Rpの億を引くとケーク層による抵抗Rcを求めることがで

きる。また、パン酵母懸濁液を用いたろ過実験の前に純水を用いた透過流束を測

－29－



l叫．C

M
O
．
N

m
か
．
〇

tm．〇

〇

0
0
m
N

O
つ
巴

0
0
m
t

O
m
か

○

30

［
d
彗
］

U
U
h
丘

l
鼓
弓
雲
8

倉
U
O
t
O
A
d
声

［
t
・
月
旦

p
父
己
S
宍
壱
虫
○
銘

．
〇
已
d
G
q
E
U
E
U
召
巴
8
ぎ
焉
）
〇
二
O
U
U
h
8
1
品
薫
七
月
）
　
N
・
N
O
l
q
d
ト



定すると、この透過流束は膜自身の抵抗によるものと考えられるから、この透過

流束を血とすると（2－7）式で表わされる。

血　＝（p－Pc）／か伽 （2－7）

この式より膜自身の抵抗Rmを求めることができる。また、Rm＋Rpの値から　Rmの

億を引くことで目詰まり抵抗Rpが求められる。

2－3－2　実験材料および方法

ろ過実験に用いた装置の概略および写真をそれぞれFig．2－2およびPhoto2－1

に示した。携拝槽中（携拝速度500r叩）の純水または酵母懸濁液は、ローラー

ポンプによって一定流速（16ml／S）で回転型セラミック膜分離装置へと送り込まれ、

ろ過によって濃縮された液は、再び攫拝槽へ戻るリサイクル方式となっている。

ろ過にかかわらず懸濁液濃度を一定に保っため、レベルセンサーを用いて純水の

供給を制御した。ろ過圧力は、窒素ボンベを用いて一定に保った。ろ過実験にお

いては、ろ過圧力および膜回転速度の影響についてそれぞれ20～71kPa及び0～

2500r叩の範囲で検討を行った。通気はエアポンプを用いてスパージャーを通し

て行い、通気速度は1．5×10‾3m3舟inで、一定とした。ろ過圧力を一定に保つた

め、通気は循環形式で行った。

まず最初に、ろ過実験を始める前のセラミック膜の再生状態を確認するため、

ろ過圧力10kPaで純水を用いたろ過を行い、一定量（10minで900山程度）の

ろ液が得られることを確認してからろ過実験を行った。純水中の混合物が膜細孔

の目詰まりの原因となることを防ぐため、ろ過実験に用いる純水はすべて孔径

0．2　LLJnのフィルター（PALLJAPAN Co．）で処理したものを用いた。

つぎにセラミック膜自体のろ過抵抗の測定のため、純水を用いて所定のろ過圧

力及び膜回転速度でろ過を行い、平衡に達した透過流束（定常透過流束）を求め

た。続いて懸濁液を用いたろ過実験を行った。ろ過に用いる懸濁液として、日東
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Fig・2－2ExperimentalsetupfbrmeasurlngPermeationflux・

A：distilledwater；B：flowmeter；C：aerationpump；

D：ftrmentor；E：rOllerpump；F：mtrate；G：electronicbalance；

H：N2gaS；Ⅰ：PreSSuregauge；J：levelcontroller；K：rOtalng

Ceramicmembranemodule
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Photo2－1Experimentalsetupfbrnltrationexperiment．
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酵母（株）製パン酵母を蒸留水に懸濁させ、濃度を乾燥重量で50g／1に調製した

ものを用いた。透過流束は、10分間に得られたろ液の重量を測定して求めた。10

分間に得られる透過流束の減少が、3‡以内となった時点を定常透過流束とし、ろ

過実験を停止した。

つぎに、膜の目詰まりによるろ過抵抗を求めるための実験を行った。回転型ろ

過装置からセラミック膜を取り出し、膜表面に形成されたケーク層やゲル層をス

ポンジを用いて洗い流した後、再び回転型ろ過装置にセラミック膜を装着して純

水を用いたろ過を行った。透過流束が一定に達した時の億を平衡債とした。

実験後、次亜塩素酸ナトリウム水溶液を用いて以下の要領でセラミック膜の洗

浄を行った。有効塩素1000ppmに調製した溶液を用いて　30分間逆洗を行った後、

有効塩素　500p印の溶液に12h以上清原した。

2－3－3　結果および考察

1）無通気系におけるろ過特性

無通気系において腰回転速度及びろ過圧力が透過流束に及ぼす影響をFig．2－3

に示した。ろ過圧力による定常透過流束の差は、ほとんどみられなかった。一方、

膜回転速度は、透過流束に大きな影響を及ぼした。回転速度1300r叩までは膜回

転速度が速くなるにつれて定常透過流束は大きくなったが、それ以上では膜回転

速度に関わらず定常透過流束はほぼ一定となった。この結果より1300r叩以上の

回転速度では、付着層が完全に掃流されていると考えられ、十分なせん断力を与

えればテイラー渦流によらなくても付着層の除去が可能であることが明らかとな

った。パン酵母懸濁液のろ過後、膜を取り出して観察したところ、セラミック腰

の表面にゲル状の物質（ゲル層と考えられる）が観察された。したがって、ゲル

層は回転によるせん断力では除去できないことがわかった。セラミック腰上に観

察されたゲル層の一例をPhoto2－2に示した。
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Photo2－2Gellayerobservedonthesurfaceofceramic

membraneaftermtrationexperiment．
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各ろ過圧力での、ろ過抵抗に対する膜回転速度の影響をFig．2－4に示した。各

ろ過圧力で、それぞれ回転速度が1300rpm以下では、膜回転速度の増加に伴いケ

ーク層抵抗Rcが減少している。1300r叩以上では、膜回転速度に関わらず各ろ過

抵抗はほぼ一定であった。このことから1300r叩以上に膜回転速度を上げても、

ケーク層抵抗を減らすことはできないことが明らかとなった。またゲル層が確認

されたことから、膜回転速度が1300rpⅢ以上でのRcはゲル層による抵抗である

ことが明らかとなった。一方、ゲル居が存在することにより、目詰まりによる抵

抗Rpは、ほぼ一定に保たれていると考えられる。したがって本回転型ろ過装置に

よるろ過は、ダイナミック効果を有効に利用できているといえる。

2）通気系におけるろ過特性

通気系において、膜回転速度及びろ過圧力が透過流束に及ぼす影響をFig．2－5

に示した。ろ過圧力が20kPaの時に得られた定常透過流束は、ろ過圧力41kPa及

び71kPaで得られた定常透過流束よりも小さかった。これは、無通気系とは異な

る結果である。また膜回転速度が速くなるにつれて、定常透過流束は増加した。

このことは、無通気系と異なり、1300rpm以上の膜回転速度でもケーク層が完全

には掃流されていないことを示唆している。パン酵母懸濁液のろ過後、セラミッ

ク膜を取り出して観察したところ、膜回転速度2500rpmの時でも膜表面にケーク

層が付着していることが確認できた。したがって、通気によってケーク層の掃流

効果が低減されることが明らかになった。これは、無通気系とはかなり異なった

結果である。また、既往の研究で述べたように、クロスフローろ過においては、

気泡はケーク層の除去に効果的な働きをすることが報告されている。38）したがっ

て回転型ろ過装置においては、気泡が全く逆の働きをしていることになる。セラ

ミック膜上に見られたケーク層の一例をPhoto2－3に示した。

各ろ過圧力での、ろ過抵抗に対する膜回転速度の影響をFig．2－6に示した。各
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ろ過圧力で、膜回転速度の増加に伴いケーク層抵抗Rcが減少している。したがっ

て　2500r叩以上の膜回転速度を与えれば、更にケーク層抵抗を低減できることが

考えられた。目詰まり抵抗Rpは、ケーク層の存在によるダイナミック効果により、

ほぼ一定に保たれたと考えられた。

3）通気系と無通気系の比較

無通気系及び通気系の定常透過流束を比較した図をFig．2－7に示した。無通気

系では、ろ過圧力が定常透過流束に影響を及ぼさなくなる限界圧力が、17kPa以

下であるのに対し、通気系では限界圧力は、20～38kPaとなり、通気によってろ

過圧力の効果が低減されることが明らかとなった。定常透過流束は無通気系より

通気系の方が大きくなる結果となった。通気系ではケーク層が十分に掃流されて

いないにもかかわらず大きな定常透過流束が得られたことから、通気による気泡

がケーク層の形成やろ過抵抗になんらかの影響を及ぼしていることが考えられた。

ろ過圧力71kPaでの通気系及び無通気系のろ過抵抗を比較した図をFig．2－8

に示した。両者の定常透過流束の差は、付着層による抵抗Rcであることがわかる。

装置のハウジングをプラスチック製の透明なものにして気泡の挙動を観察すると、

気泡は遠心力により膜表面に集まることが確認された。この気泡の存在が、通気

系において形成されるケーク層の圧密化を防ぐと考えられ、ろ過抵抗が小さいケ

ーク層が形成されると推察された。また、通気系においてろ過圧力の効果が低減

することも、膜表面に観察された気泡の影響であると考えられた。

4）クロスフローろ過との比較

本実験で得られたデータを、日本ガイシ（株）の無通気系で得られたデータと

比較した結果をTable2－3に示した。酵母懸濁液濃度とろ過圧力は多少の差がある

が、周速度は同じである。この結果より、得られる定常透過流束は、回転型ろ過

－42－
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装置の方がクロスフローろ過装置よりも大きいことが分かる。また本実験で得ら

れた無通気系の定常透過流束は、日本ガイシのものより僅かに小さかったが、通

気系で得られた定常透過流束は、日本ガイシのデータと比較しても大きな値であ

ることが分かった。これらのことから、本研究で用いた回転型セラミック膜分離

装置においては、気泡が定常透過流束を増加させる有効な働きをしていることが

確認され、本回転型セラミック膜装置が、気泡を伴う微生物培養系に応用するの

に適していることが示唆された。

2－4　回転型セラミック膜分離装置を用いたリジン発酵

2－4－1　実験材料および方法

使用南棟：リジン生産性の野性株としてCorynebacteriuElglutamicum ATcc

21942を用いた。寒天スラント培地にこれを植菌し、30℃で24h静置培養したも

のを　4℃で冷蔵した。

基質と培養方法：菌の賦活のため、寒天スラント培地に植菌し　30℃で12h静

置培養した。ついで、三角フラスコ中の100山の種培地に植菌し　30℃、300r印

で24時間の振とう培養を行った。こうして得られた種培養液200mlを1．31の

本培養培地が入った発酵槽に移し、本培養を開始した。それぞれの培地組成は

Table2－4に示した。培養装置はFig．2－9に示した。本培養は、撹拝速度900

r叩、通気は流速11／nin（2／3vvn）で潜存酸素濃度を3ppmに保ち、温度及び

pⅡは、それぞれ30℃及び6．8－7．0で行った。pⅡは2ⅣⅣaOH及び20％Ⅱ3P04を

自動制御により供給して調製された。発泡は、消油剤の添加により抑制した。

培養は最初回分培養によって行い、培地中のグルコースが消費された時点より

回転型セラミック膜分離装置を用いた湾流培養に移行した。新鮮培地の供給によ

－46－



Table2－4　Compositionofmediaforlyslneftrmentation．
●

Component Seedmediumlgn］Productionmediumlgn］

Glucose

（NH4）2SO4

K2HPO4

KH2PO4

MgSO4・7日20　　　0・4

Urea

Peptone

Yeastextract

Casaminoacid

NaCI

FeSO4

CuSO4

miamine

Biotin

100～300

25

1

0．5

0．4

5

5

0．5

2

0．002

0．001

0．001

0．0004

－47－



Fig・2－9Schematicdiagramofperfusionculturewithcell

recycling・A，alkalinesolution；B，aCidsolution；C，PH

COntrOller；D，ftrmentor；E，rOtatingceramicmembrane

module；F，mtrate；G，balance；H，medium；I，Peristaltic

PumP；J，levelcontroller；K，D．0．controller；L，nOWmeter；

M，SOlenoidvalve；N，Cylinder；0，aircompressor．
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り稀釈率は、0．43day‾lで一定に保ち、新鮮培地のグルコース濃度は、培養の経

過とともに294g／1まで増加させた。回転型セラミック膜分離装置への培養液の供

給は、流速1．6×10‾5m3／Sで行った。発酵槽内の培養液量を一定に保っため、レ

ベルコントローラーで制御されたぺリスターボンプを用いた抜取りによりろ過を

行った。膜回転速度は、1900r印に設定した。

分析方法：乾燥菌体重量は、孔径0．8　〟皿のメンブレンフィルター（東洋濾

紙）で培養液を吸引ろ過し105℃で12h乾熟した後、メンブレンフィルターの重

量を測定し、ろ過前後のメンプレンフィルターの重量差より求めた。グルコース

濃度は、グルコーステストキット　C（和光純薬工業）を用いて測定した。レリジ

ンの濃度は、ニンヒドリン法により分光光度計を用いて425mⅢの吸光度を測定し

て求めた。ニンヒドリン法の手膜は以下の通りである。

①柑‡3PO40．4Ⅲ1に対し酢酸0．6mlを混合した溶液を70℃に加熱してニ

ンヒドリン試薬0．025gを溶かし、ニンヒドリン溶液を作る。

②サンプルl mlにニンヒドリン溶液1mlと酢酸1mlを加えパラフイルムで

密封して100℃で1時間放置する。

③室温まで冷却してから酢酸を加え、全量を5mlにする。

④分光光度計（島津製作所、UV－140－02）で425n皿の吸光度を測定する。

2－4－2　結果および考察

回転型セラミック膜分離装置を用いた湾流培養をLglutamicumに応用した結

果をFig．2－10に示した。培養は約150時間続けられ、最終菌体濃度は120g／1に

達した。菌体濃度の増加に伴ってリジン濃度も増加し、回分培養の2．5倍の22

g／1に達した。また、リジンの生産性は回分培養の3倍となった。この培養では稀

釈率が一定であるためリジン濃度が上昇し、菌の増殖が80h以降停止したと考え

－49－
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られた。稀釈率をリジン生産速度とともに大きくすれば、更に菌体濃度およびリ

ジンの生産性を改善できたと考えられる。また、高い菌体濃度にもかかわらずこ

の培養期間中において膜のプアウリングは起らなかった。これらの結果から、本

回転型セラミック膜分離装置が長期間の湾流培養による高密度培養にも十分に耐

えられるろ過性能を持っことが確認された。

2－5　結論

従来のクロスフローろ過装置や回転型ろ過装置と比較して膜面とハウジングの

間隙が大きい回転型セラミック膜分離装置を試作し、そのろ過特性と性能につい

て検討を行った。本研究で得られた結論を以下に述べる。

（1）回転型セラミック膜分離装置によるろ過において、無通気系では膜の回転

によりケーク層は掃流されるが、ゲル層は掃流されないで残った。したがって必

要なせん断応力を与えれば、テイラー渦流が無くてもケーク層が掃流されること

が明らかとなった。

（2）通気系における回転型セラミック膜分離装置の運転においては、気泡の影

響によりろ過圧力の効果および膜の回転によるケーク層の掃流効果が低減される。

（3）通気系において形成されるケーク層は、気泡によって庄密化が抑制される

ため透過抵抗が小さい。このため通気系では、無通気系よりも大きい定常透過流

束が得られる。

（4）回転型セラミック膜分離装置は、菌体濃度が120g／1におよぷ高密度培養

においても150時間の培養期間中プアウリングを起こさず清流培養が行えた。し

たがって回転型セラミ、ソク膜分離装置は、湾流培養により微生物の高密度培養を

実現する菌体分離装置として十分なろ過性能を持つと言える。

－51－



第3章　回転型セラミック膜分離装置を用いたプロピオン酸菌の湾流培養

3－1　序

プロピオン酸菌は一般的にチーズの生産に利用されている菌として知られてい

るが、ビタミンB12生産菌の一つとしても用いられている。ビタミンB12は、人

体内において炭水化物、脂質、アミノ酸および核酸の代謝において必要な補酵素

であり、10種以上の生化学反応に関与していることから、食料品や各種栄養剤の

微量添加物として重要な成分の一つである92）。また、ビタミンB12は、悪性貧血

の特効薬として広く用いられており、脳の活性を促進することから痴呆症の予防

および治療薬としても期待されている93）。このようにビタミンB12は医薬品とし

ても需要が大きく、将来的にも新たな需要が生み出されることが期待できるが、

現状では1kg当り1000万円オーダーで供給されており、安価に安定的に供給さ

れているとは言えない。この理由の一つは、ビタミン812の化学構造が極めて複

雑であり、化学的合成が非常に困難なため生産を発酵法に頼らざるを得ないこと

である93）。プロピオン酸菌を用いたビタミンも12の生産は、従来回分または流加

培養で行なわれてきた。プロピオン酸菌によって生産されたビタミンB12は、菌

体外に放出されず菌体内に保持されるため、ビタミンB12の生産性を向上させる

ためには高密度培養が有効と考えられる。しかし、副生産物として分泌される酢

酸やプロピオン酸が菌の増殖を強く阻害するため、回分培養や流加培養では高い

菌体濃度を得ることは困難であった19）。

本章で検討する濯流培養は、新鮮培地を連続的に供給する一方で、膜分離によ

り菌体はリアクター内にとどめながら培養液の排出を行なう連続的な培養法であ

る。濯流培養においては、新鮮培地を供給することにより増殖阻害物質を洗い流

すこと、すなわち稀釈効果によりその濃度を低く抑えることが可能と考えられる。
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したがって、増殖阻害の軽減による菌体の高密度化が期待できるため、ビタミン

812の生産性を向上させることが可能であると考えられる。

そこで本章では、回転型セラミック膜分離装置を用いて湾流培養を行い、プロ

ピオン酸菌の高密度培養を試みた。また、その結果から効率的なプロピオン酸菌

の高密度培養システムについて考察した。

3－2　実験材料及び方法

使用南棟と種菌培養：ビタミンB12生産菌として知られるPropionibacteriud）

freudenreichii ATCC8262（別名：Propionibacterium shermanii）を使用した。

ライヒマニ接種用培地（日水製薬、05803）に寒天1．5篤を添加して作製した高層

寒天培地に穿刺培養し、嫌気的に30℃で3～4日間培養した後、3～10℃で保存

した。菌の植え継ぎは1～2ケ月毎に行った。

L freudenreichiiを賦活するため、増殖培地20mlの入った試験管に保存培地

から植菌し、BBL GasPak（BECTOⅣI）ICKINSON）を用いて嫌気状態にした嫌気ボッ

クス中で試験管培養を30℃で72時間行った。この培養液1．25mlを125皿1の

増殖培地が入った三角フラスコに移し、これを嫌気状態にして　30℃で72時間

培養を行い種菌とした。培地組成をTable3－1に示した。

コーンスチープリカー（CSL）：培地成分の一つとして使用したCSHま明治製菓（

株）より譲与して頂いた。CSLはコーンスターチを製造する場合の副産物であり

安価であるうえ、灰分、ビタミン及びアミノ酸などを豊富に含むため古くから発

酵工業において用いられている93）。一般的なCSLの組成をTable3－2に示した。
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Table3－2　ComponentscontainedinCSL

Component Percent［wt・％］

Solids

bcticacid

Totalnitrogen

Aminonitrogen

ReduclngSugarS

Ash

40′〉60

12′－27

7．4′〉7．8

2．6′〉3．3

1．5′〉14

18～20

－55－



回分及び流加培養：種菌培養で得られた培養液を2．71（流加培養では1．51）

の培地が入った31容量の発酵槽に接種して、本培養を開始した。本培養は、

温度30℃、捜拝速度150Inin‾1で行い、pHは5Nアルカリ液（3Ⅳm40‡＋2N

Ⅳa2CO3）の供給を州コントローラーで自動制御することにより　6．5に保った。ま

た、嫌気状態を保つため、窒素ガスを1／40vvmで液相通気した。流加培養におけ

る培地の供給は、アルカリ液と連動して行った。

湾流培養：まず最初に回分培養を行い、培地中のグルコースが消費された時点

で新鮮培地の供給を開始し、連続培養に移行した。培地の供給速度及び供給培地

のグルコース濃度は、培養経過に応じて増加させた。ワーキングボリュームを一

定に保つため、培養液の抜取りは、セラミック膜によって菌体が除去された培養

ろ液をレベルコントローラーで制御されたぺリスターボンプで抜き取ることで行

った。回転型セラミック膜分離装置の膜回転速度は、1300r印に設定した。培養

装置図を　Fig．3－1に示した。

分析方法：乾燥菌体重量は、孔径0．8　〟mのメンブレンフィルター（東洋濾紙）

で培養液を吸引ろ過し、105℃で12時間メンブレンフィルターを乾熟して重量を

測定し、ろ過前後の重量差より求めた。

グルコース濃度は、グルコーステスト　C（和光純薬工業）により分光光度計を

用いて波長505nmにおける吸光度を測定して求めた。

酢酸及びプロピオン酸濃度は、培養液を　3500r印で10分間遠心分離して得ら

れる上澄みをサンプルとしてガスクロマトグラフィー（島津製作所、GC－8A）を用

いて測定した。測定においては、内部標準液としてエタノールを用いた。測定条

件はTable3－3に示した。
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Table3－3Analyticalconditionoforganicacidbygas
Chromatography．

Analyzer

Detector

Carriergas

Columntemp．［Oc］

Injectortemp．［OC］

Samplesize lUl］

ColumndescrlPtlOn

Packingmaterial

bngth　　　［m】

Insidediameterlmm］
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3－3　結果および考察

3－3－1　プロピオン酸菌の流加培養

従来行われてきた流加培養の結果について確認するため、プロピオン酸菌の流

加培養を行った。培養結果をFig．3－2に示した。培養時間138時間までは菌体濃

度は増加し続け、最大菌体凛度は16．7g dry一正／1に達した。しかし、それ以降

は一定となっている。これはプロビオン酸濃度が約30g／1まで増加したため、菌

の増殖が完全に阻害されたためと考えられた。酢酸と比較してプロピオン酸の毒

性が強いことが報告されており19）、プロピオン酸濃度が30g／1付近に達すると

増殖がほとんど期待できないことが確認された。この結果より、流加培養ではプ

ロピオン酸が蓄積するため、プロピオン酸が増殖阻害レベル（約30g／1）に達す

るまでしか菌体濃度の増加は期待できないことが明らかである。

3－3－2　プロピオン酸菌の濯流培養

膜分離を用いた湾流培養はプロピオン酸濃度を低く抑えるのに有効であると考

えられる。Fig．3－3は、回転型セラミック膜分離装置を用いた湾流培養の結果であ

る。40hの回分培養後、新鮮培地の供給を開始し清流培養へと移行した。新鮮培

地の供給による稀釈効果により、プロピオン酸濃度は培養時間120時間までは低

いレベルに保たれ、培養時間149時間までは菌体濃度は増加している。その結果、

最大菌体濃度は52．5g dry一甘t／1に達し、流加培養の3．1倍となった。しかし、

菌体濃度の増加とともにプロピオン酸生産速度が大きくなり、培養時間120時間

以降はプロピオン酸濃度を低下させることができていない。そのためプロピオン

酸による増殖阻害により、菌体濃度は一定となっている。この培養の平均稀釈率

は0．033vvbであったが、さらに希釈率を増加させれば菌体濃度を改善できると

考えられた。またこの培養は300時間に及ぶ長期間の培養であったが、セラミツ
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ク膜のプアウリングは起らなかった。したがって回転型セラミック膜分離装置に

よるろ過にはまだ余裕があり、更に稀釈率を増加させることが可能と考えられた。

そこで更に高密度な菌体を得るため、菌体濃度の増加に伴って稀釈率を増加さ

せた湾流培養を行なった。その結果をFig．3－4に示した。52hの回分培養の後、

稀釈華0．026vvhで湾流培養を開始した。稀釈率は培養経過に伴って増加され、

230hには0．11vvhに達した。その間プロピオン酸濃度は30g／1以下に抑えら

れている。その結果、最終的に菌体濃度は168g／1に達した。これは流加培養の

10倍の債である。しかし、セラミック膜のプアウリングが生じたため、0．11vvh

の稀釈車を維持することは出来なかった。また、270hには回転型セラミック膜に

トラブルが生じたため、培養はやむなく終了した。この培養の結果より、濯流培

養において稀釈率を高くしプロピオン酸濃度を低く抑えることにより、飛躍的に

菌体濃度を増加させることができることが明らかとなった。

3－3－3　逆洗を伴ったプロピオン酸菌の湾流培養

更に稀釈率を増加させて高い菌体濃度を得るためには、セラミック膜のプアウ

リングを防止しなければならない。そこで回転型セラミック膜装置に逆洗装置を

組み込み、湾流培養を行った。培養装置図および培養装置の写真をそれぞれ

Fig．3－5およびPhoto3－1に示した。結果をFig．3－6に示した。40hの回分培養の

後、稀釈率0．029vvhで濯流培養を開始した。ろ過と共にセラミック膜の逆洗も

行った。既往の研究で述べたように逆洗間隔は短い方が良いため、逆洗ポンプを

正回転10S、負回転5Sに設定し、10秒のろ過毎に5秒のろ液による逆洗を行っ

た。ワーキングボリュームを一定に保つため、レベルコントローラーで制御され

たぺリスターボンプでろ液を系外に抜き取るシステムで湾流培養を行った。稀釈

率を培養経過に伴って増加させ、180hに稀釈率は0．124vvhに達したが、セラミ

ック膜にプアウリングが生じたため、この億を維持することは出来なかった。し
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Photo3－1Experimentalsetupfbrperfusionculturecoupledwith

rotatingceramicmembranemoduleandback－WaShingsystem．
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かし、この後0．083vvhの稀釈率は維持できていることから、プアウリングの原

因はセラミック膜に目詰まりが生じたことではなく、高密度菌体によるろ過抵抗

の増大のためと考えられた。したがって稀釈率を維持出来なくなった事は、この

ような高密度菌体条件による透過流束の限界を示していると考えられた。培養は

265h続けられ、菌体濃度は最終的に172g／1に達した。これは流加培養の10．3

倍の健である。また、この培養によって　6．3g／1のグルコース、6．8g／1の酢酸お

よび21．9g／1のプロピオン酸を含む451の培養廃液が得られた（膜単位面積当

りの透過液量183cm3／cm2）。この廃液量は、ワーキングボリュームの16．7倍に

相当する量であった。

プロピオン酸菌の培養の目的は、ビタミンB12の生産である。したがって、い

くら高密度な菌体が得られても、菌体あたりのビタミンB12の生産性が低下して、

ビタミン　B12の生産量が改善されなければ意味がない。そこで、ビタミンB12の

比生産速度について検討を行った。ビタミンB－2の生合成経路は、大きく分ける

とアデノシルコビナマイドを合成する経路、2，トジメチルベンズイミダゾール

（m柑）を合成する経路およびこれら二つの合成物とリン酸化リボシルを結合させて

アデノシルコバラミン（ビタミンB12）を合成する経路の三つの経路から成って

いる94㌦Fig．3－7にビタミンB12の構造を示した。実際のビタミンB12の生産の

現場では、嫌気条件下で十分量の菌体を得た後、DHBを加えて好気条件下において

ビタミンB12の誘導を行なっている95）。

この培養で40h、すなわち回分培養から湾流培養へと移行した時の菌体および

180hの菌体を、それぞれ回分培養で得られる菌体および湾流培養による高密度

培養で得られる菌体とした。両者の菌体内のビタミンB12濃度の測定を日本石油

（株）に依頼した結果をTable3－4に示した。アデノシルコバラミン（ビタミン

B12）のアデノシルコビナマイド（ビタミンB12前駆体）に対する割合は、回分

培養に比較して湾流培養において小さくなっている。これは濯流培養において新
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鮮培地の供給に伴って、供給培地中に溶けていた酸素が持ち込まれたためと考え

られた。酸素の存在によってアデノシルコビナマイドの比率が高くなることが言

われている。したがって濯流培養において新鮮培地を嫌気状態にすれば、アデノ

シルコビナマイドの割合は回分培養と同等になると思われた。一方、アデノシル

コビナマイドとアデノシルコバラミンの総計は、回分および湾流培養の両者でほ

ぼ同じ億となっている。これにより湾流培養による高密度菌体においては、ビタ

ミン812の比生産性は変化しないことが明らかになった。したがって湾流培養に

よる菌体濃度の高密度化は、ビタミンB12の生産量の改善に有効であることが証

明された。

3－3－4　湾流培養の問題と改善策

3－3－3の結果に見られるように生産物阻害を伴う培養に湾流培養を応用すると、

高密度菌体を得ることは可能であるが、プロピオン酸などの増殖阻害物質濃度を

稀釈するために多量の新鮮培地を供給するため、末消費培地成分を含む多量の培

養廃液が生じる。したがって供給した基質をベースにした生産性、つまり基質の

利用効率は、良いとは言えない。基質の利用効率は、供給培地の基質濃度を低く

して発酵槽内の基質濃度を可能な限り低く保っことで改善の余地はあると考えら

れる。しかし、そのためには更に高い新鮮培地の供給速度が必要となるが、本研

究でも見られたように、高密度菌体条件下で稀釈率を大きくするには膜分離が律

速となる可能性が高い。また培養廃液中に有用な生産物が含まれる場合には、稀

釈率が大きければ大きいほど生産物濃度は低くなるために、その回収が困難にな

るという問題もある。さらに、稀釈率を高くした結果生じる多量の培養廃液の処

理は、コストがかかり非経済的である。これらのことから、基質の利用効率を改

善するために供給培地の基質濃度を低くし稀釈率を大きくすることは、膜分離に

負担がかかり困難であるばかりでなく、生産物の分離精製や廃液処理まで含めた
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総合的な見地から効率的ではないと言える。これらの問題点を克服するためには、

濯流培養プロセスの改善が必要である。プロセスの改善策として培養廃液からプ

ロピオン酸を選択的に除去することが考えられる。培養廃液からプロピオン酸を

除去することができれば、培養廃液を発酵槽にリサイクルして再利用するシステ

ムを確立することが出来る。このシステムならば培養廃液量を最小限にすること

が出来るため、低い稀釈率で高密度な菌体が得られる湾流培養プロセスが確立で

きるものと考えられる。

3－4　結論

回転型セラミック膜分離装置を用いた湾流培養によって旦⊥freudenreichiiの

高密度培養を行い、以下の結論を得た。

（1）流加培養の結果より、プロピオン酸濃度が約30g／1になると菌の増殖が完

全に阻害される。

（2）稀釈率を最大0．124vvhまで高めた湾流培養によって、流加培養で得られ

た菌体濃度の10．3倍の172g／1の高密度菌体が得られた。これにより高い稀釈率

による湾流培養によってプロピオン酸菌の菌体濃度を飛躍的に改善できることが

明らかになった。

（3）ビタミンB12の菌体あたりの生産性は、濯流培養による高密度条件下でも

減少せず、高密度な菌体を得ることがビタミンB12の生産性の改善に有効である

ことが明らかとなった。

（4）160g／1程度の高密度菌体条件下では、逆藻の有無に関わらず回転型セラミ

ック膜分離装置による透過流束は制限され、3．78×10‾6m／S（0．124vvh）の透過

流束（稀釈率）が限界であった。
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（5）稀釈率を最大0．124vvhまで高めた湾流培養では、末消費培地成分を含む

451もの培養廃液が生じた。これはワーキングボリュームの16．7倍に相当する

量であった。これにより高い稀釈奉による湾流培養は、培地成分の利用効率や多

量の培養廃液が生じる点において効率的とは言えず、システムの改善が必要と考

えられた。
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第4章　プロピオン酸除去方法の選定

4－1　序

培養液からのプロピオン酸の選択的な除去方法の一つとして、溶媒抽出法が考

えられる。溶媒抽出によってプロピオン酸の除去が行えれば、ホローファイバー

に抽出溶剤を含浸させた液体膜を用いることにより、培養液から菌体を分離しな

いでプロピオン酸を選択的に直接除去することが可能と考えられる。したがって

回転型セラミック膜装置などの菌体分離装置は必ずしも必要でなくなり、システ

ムが簡略化されるため、実用化する際のスケールアップにおいて有利である。

もう一つのプロピオン酸の除去法として、吸着法（イオン交換を含む）が考え

られる。吸着による物質の回収は、吸着剤と物質の親和性に大きく依存し相変化

を伴なわないため、省エネルギー型の分離であるだけでなく、選択的な物質の回

収が可能な操作でもある73・75・77）。また、溶媒抽出における逆抽出と比較すると

吸着させた物質の脱着は容易に行えることが多いため、酢酸やプロピオン酸を副

生産物として分離精製するプロセスとしては吸着法が有利であると考えられる。

本研究の場合、回転型セラミック膜装置により菌体が分離された培養液が得られ

るため、既往の研究で述べたような吸着剤と菌体の接触による問題は生じない。

これらのことから、溶媒抽出法と吸着法について検討を行うことにした。

本研究においては、培養における最適pHが6．5であることから、中性条件下で

プロピオン酸の分離が行なえる抽出溶剤または吸着剤が選定できることが望まし

いが、中性付近の州において溶媒抽出法や吸着法によって有機酸の分離回収を行

なった報告は少ない。プロピオン酸はp椚こよって解離状態が異なり、中性条件下

ではイオン（解離）の状態で存在している。したがってプロピオン酸の回収にお

いてはpⅡの影響は無視できないと考えられる。そこでこの章では、まず抽出溶剤
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または吸着剤によるプロピオン酸分離に対するp打の影響について検討を行った。

次に実際の培養系を想定してモデル培養液を用いた実験を行い、培地成分がプロ

ピオン酸の分離に及ぼす影響について検討を行った。これらの結果より、培養系

での使用に最も適していると思われるプロピオン酸除去法を選定した。

4－2　抽出清剤の選択

4－2－1　抽出溶剤の条件

抽出溶剤の条件としてプロピオン酸に対する分配係数が大きいことが重要であ

る。清媒抽出法が成立するためにはプロピオン酸が培養液よりも抽出溶剤に対し

て親和性を持っていなければならない。プロピオン酸は弱酸に分類され、溶液の

p打によってその解離状祭が変化する。プロピオン酸の解離定数は1．22×10‾5で

ある。この解離定数を用いることにより　州　によるプロピオン酸の解離状態を計

算することができる。解離定数によって求められるプロピオン酸の解離曲線を

Fig．4－1に示した。この解離曲線を見て分かる通り、培養条件であるp‡6．5にお

いては99％のプロピオン酸が解離状態、すなわちイオンの状態で存在している。

したがって培養条件の州でプロピオン酸の分離を行なうとすると、解離状態のプ

ロピオン酸に親和性を持っ抽出溶媒が必要である。また有機溶媒の中には微生物

に対して毒性を持つものが少なくない。微生物培養系に応用することを前提とし

た場合、微生物に対する毒性の有無も重要な条件である。

4－2－2　実験材料および方法

抽出溶媒：抽出溶媒としてよく用いられているオレイルアルコールおよびリン

酸トリブチル（TBP）を用いた。オレイルアルコールは微生物に対して毒性がなく、

ブタノール、アセトン、イソプロパノール、エタノール等の抽出に用いられてい
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る。一方、TBPは微生物に対する毒性を考慮しなければならないが、低級脂肪酸、

乳酸、メトキシエタノール、ウラン等の抽出に用いられている実績がある。

抽出実験：プロピオン酸菌の培養における酢酸とプロピオン酸の生産量の割合

は1：2から1：3である。そこで培養液のモデルとして酢酸とプロピオン酸の割合

を1：2に調整した水溶液を用いて実験を行なった。水溶液のp汀はアンモニア水を

用いて調整した。80nl容量の試験管に調整した有機酸水溶液10皿1と抽出溶媒

10Ⅲ1を加え　30℃で24時間振とうを行ない平衡化させた。平衡後、水屑中の酢

酸およびプロピオン酸濃度をガスクロマトグラフィーを用いて測定した。測定条

件は第3章と同様である。

4－2－3　結果および考察

TBPを抽出溶媒として用いてp打がプロピオン酸の分配係数（油層中のプロピオ

ン酸濃度Cs／水居中のプロピオン酸濃度Cv）に及ぼす影響について検討した結

果をTable4－1に示した。水溶液のp‡が低い場合には溶媒抽出が行なわれ易く分

配係数が大きくなったのに対し、pⅡが高くなるとほとんど溶媒による抽出は行わ

れず、分配係数がゼロになった。オレイルアルコールを抽出溶媒として用いた場

合にもpⅡの影響は同様であり　州が高い領域では溶媒による抽出は行われなかっ

た。これらの結果は、溶媒による抽出は非解離型のプロピオン酸に対しては有効

であるが、p‡が高くプロピオン酸が解離型で存在する場合には通用できないこと

を示している。培養条件であるpⅡ6．5においては99％のプロピオン酸が解離状

態、すなわちイオンの状態で存在している。したがって培養条件の州のままで溶

媒抽出によりプロピオン酸の分離を行うことは出来ないと判断した。
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4－3　吸着剤の選択

4－3－1　吸着剤の条件

吸着剤の選択においては、第一に目的物質に対する親和性を考慮しなければな

らない。親和性を支配する親和力には、疎水性に起因するものと電荷に起因する

ものがある。培養条件のpHではプロピオン酸が解離型（イオン）の状態で存在す

る。培養条件の州のままでプロピオン酸を分離するには、利用すべき親和力は必

然的に電荷に起因するものということになる。したがって、同電荷における親和

性の差を利用したイオン交換樹脂や、反対電荷の引力を利用した吸着剤が理論的

に適していると思われる。親和性の次に吸着剤に求められる条件は、吸著した物

質の脱着が容易に行えることである。脱着によって吸着剤の吸着能力が再生でき、

これを再利用できることが重要である。酢酸やプロピオン酸などの低級脂肪酸は、

化学工業において生産される様々な物質の原料として利用されている65t78）。さ

らにプロピオン酸は、抗菌剤としても高い需要がある。そのため脱着によって吸

着した有機酸を回収できると、これを副生産物として利用することができるため

有利である。脱着が容易に行えることは、生産物の分離精製プロセスとして重要

である。

4－3－2　実験材料および方法

吸着剤：使用した吸着剤をTable4－2に示した。Amberlite陰イオン交換樹脂は

Cl‾型で発売されているため、必要に応じて自前で0Ⅱ‾型に変換した。変換法と

して、まず樹脂をカラムに詰め樹脂体積の20倍量の1Ⅳ肋0Ⅱ溶液を1皿1／min／

cn2の流速で流し、次に4倍量の脱イオン水を流して洗浄を行った。

吸着実験：80ml容量の試験管にプロピオン酸水溶液を10～50ml取り、0．4～
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2gの吸着剤を加えて室温30℃で24時間振とうを行って平衡化させた。次に平

衡化させた溶液を遠心分離（7000G，10Ⅲin）にかけて得られる上護をフィルター

（ADVAⅣTEC DISⅡIC－25CS，TOYO Roshi Co．）で処理して吸着剤を完全に除いた後、

溶液中のプロピオン酸漬度を測定した。プロピオン酸濃度の測定にはガスクロマ

トグラフィーを用いた。プロピオン酸水清液のpHは、アンモニア水を用いて調節

を行った。

吸着剤の再生：活性炭の再生はエタノールを用いた洗浄または浸漬により行っ

た。再生活性炭は蒸留水で洗浄し乾熱器で乾燥させた後、プロピオン酸水溶液を

用いた吸着実験に用いてプロピオン酸の吸着量を測定した。この債を新品の活性

炭の値と比較することで再生率を測定した。陰イオン交換樹脂Resin AGl一‡8の

再生は1Ⅳ陶0Ⅱをカラムに流した後、脱イオン水を流して洗浄することで行った。

また必要に応じてカラムにェタノールを流す操作を行った。Resinの再生率は、活

性炭の場合と同様に、プロピオン酸水溶液を用いた吸着実験によってプロピオン

酸の吸着量を測定し、新品のResinでの吸着量と比較することで求めた。

4－3－3　結果および考察

水溶液系での吸着実験：　吸着実験はpⅡおよび有機酸濃度を変えて繰り返し行っ

た。実験RunlおよびRun2では、州無調整のプロピオン酸水溶液を用いて吸着量

の比較を行った。これらの実験でのpHは無調整のため、初期pⅡは2．7付近と低

い値であった。したがってRunlおよびRun2では、非解離型のプロピオン酸に

対する吸着量を比較したことになる。結果をTable4－3に示した。クリスバール

と比較して活性炭は全体的に吸着量が大きく、活性炭が非解離型のプロピオン酸

の吸着に適していることが示された。使用した活性炭の中で最も吸着量が大きか

ったのは、ヤシガラ系活性炭である和光純薬の製品であった。
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実験Run3においては、培養液のモデルとして酢酸およびプロピオン酸の二成

分の水溶液を用い、初期川を培養条件と同等の6．5に調整して吸着量を比較した。

結果をTable4－4に示した。Amberlite XAI）シリーズは極性が調整された吸着剤で

あるが、吸着量は活性炭を下まわる結果となった。この条件では、プロピオン酸

はほとんどが解離型（イオン）の状態で存在しているため、吸着量は解離型のプ

ロピオン酸の吸着によると考えられる。それにもかかわらず検討した吸着剤の中

では、和光純薬の活性炭が最大の吸着量を示した。

続いて陰イオン交換樹脂について検討を行った。実験Run4は餌n3と同様な

条件で行われ、陰イオン交換樹脂について良好な結果が期待されたが、Table4－

4に示されるように活性炭の吸着量を下まわる結果となった。これはイオン交換樹

脂のイオン交換基に問題があるためであった。Amber－lite陰イオン交換樹脂は、

イオン交換基がCl‾型の状態で市販されている。しかしイオン交換樹脂における

陰イオンの選択性は、0Ⅱ‾＜Propionate＜Acetate＜C1－の願に高くなるため、イオ

ン交換基にCl‾を用いるとプロピオン酸よりも　Cl‾の方が選択性が高いことにな

り、プロピオン酸イオンは交換されにくい。したがってプロピオン酸イオンをイ

オン交換させるためには、プロピオン酸よりも選択性が低い0‡－をイオン交換基

にしなければならないことが明らかであった。

実験Run5は、イオン交換基を自前の操作でOH‾に変換したイオン交換樹脂を用

いて行ったものである。その結果、強塩基性樹脂のAmberliteIRA－400のプロピオ

ン酸吸着量が改善され最も良い結果となったが、それでも活性炭の吸着量を上回

ることはできなかった。AmberliteIRA－68および94Sにおいては、0Ⅱ‾に変換する

操作によって逆にプロピオン酸吸着量が減少する結果となった。これらの結果よ

り、AmberliteIRA－400のイオン交換基を自前でOII－に変換してしばらく実験を行

ったが、データのばらつきが目についた。BIO－RAD社のカタログによると、イオン

交換樹脂において0町の選択性は最も低く、Cl‾の選択性は0Ⅱ‾の22倍であった。
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したがって、Cl‾から　州－への変換が安定的に完全に行われているか否かについて

疑問が生じた。そこで実験Run6として、イオン交換基が0Ⅱ‾である市販のイオ

ン交換樹脂Resin AG卜Ⅹ8（BIO－RAD）との比較を行うことにした。その結果は

Table4－4に示されるように、自前で変換したAmberliteIRA－400と比較して、市

販のResin AG卜Ⅹ8は大きなイオン交換能力を示した。また、この値は同条件で活

性炭で得られる億の約2倍であり、解離型のプロピオン酸の吸着量としては最大

であった。

培養液系での吸着実験：　培養液系は水溶液系と比較して含有される成分が多い

ため、目的物質よりも選択性が大きい物質が吸着またはイオン交換されてしまう

可能性があり、水落液系と同じ結果が得られるとは限らない。そこでモデル培養

液としてグルコース　20g／1およびCSL80g／1を含むプロピオン酸水溶液を作製

し、Resin AGトX8による吸着実験に使用した。また、実際にイオン交換樹脂を培

養系で使用する際には、新鮮培地とともに樹脂をカラムに詰めるため、イオン交

換樹脂はプロピオン酸とのイオン交換の前に培地成分と平衡状態になっていると

考えられる。これを想定してグルコース　20g／1およびCSL80g／1を含む培地に

一晩漬けたResinを培地処理Resinとして準備した。モデル培養液を用いた未使

用Resinおよび培地処理Resinの吸着実験の結果と、水溶液系におけるResinの

吸着実験の結果をFig．4－2に示した。水溶液系と比較して培養液系では、最大吸

着量が40％低下している。また、培地処理Resinは更に吸着量が少ない結果とな

った。これらの結果は、プロピオン酸のイオン交換に対する培地成分の影響が非

常に大きいことを示している。先にも述べたように、イオン交換基に用いられて

いる0‡‾は他の陰イオンに比べて選択性が最も低い。したがって培養液に含まれる

陰イオンの多くが交換されている可能性が高く、これが吸着量が減少した原因で

あると考えられた。また、プロピオン酸イオンの選択性は0‡‾の2．6倍であるが、
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決して高いとは言えない。したがって一度吸着した培地成分を後からプロピオン

酸が追い出すような現象は起こりにくいと考えられた。これにより培地成分と平

衡に達した培地処理Resinと未使用Resinのイオン交換量に差が生じたと考えら

れた。これらの結果より、培養系でのResinの最大プロピオン酸吸着量は1mol

／kg以下になると考えられた。

先に得られた結果より、活性炭は非解離型のプロピオン酸の吸着に適している

ことが明らかである。そこで、活性炭によって非解離型のプロピオン酸を吸着す

る際の培地成分の影響について検討を行った。モデル培養液として、グルコース

15g／1、CSL80g／1、Ⅲ2PO40．4g／1、Ⅳa2肝04・12H201．5g／1を含むプロピオン

酸水溶液を用いて吸着実験を行った結果と、水溶液系で得られた結果を　Fig．4－3

に示した。水溶液系と比較して培養液系での吸着量は少なく、非解離型のプロピ

オン酸の吸着においても、培地成分の影響が存在することが明らかとなった。し

かしながら、Fig．4－3から得られる　Langmuir定数の最大吸着量餌値は、水溶液系

では2．89、培養液系では2．72となり、イオン交換と比較すると培地成分の影響

はかなり少ないことが分かった。

吸着剤の再生実験：　まず初めにResin AG1－‡8を詰めたカラム（樹脂体積148

CⅢ3）にグルコース　20g／1、CSL80g／1およびプロピオン酸19g／1を含むモデ

ル培養液を流してResinを飽和させた。このカラムに水酸化ナトリウム溶液を流

して再生を行なった結果をTable4－5に示した。水酸化ナトリウム溶液を　500

ml流した時点では、再生率は約50％でありその後更に再生操作を続けたが、41

流した時点でも再生率はさほど改善されなかった。そこでエタノールを11流し

たところ再生率が約80％まで回復した。したがって、培地系で用いたResinを再

生するには、イオン交換基を再生する操作だけでなく、疎水的な親和性で吸着し

たと考えられる培地成分を脱着する操作が必要なことが明らかとなった。これは、
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Table4－5ResultsofregenerationofresinAGl－X8・

Treatment Regenerated ratio［％］

FeedinglNNaOHofO・5　R

FeedinglNNaOHof4．0R

Feeding ethanol ofl．O R
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Resinを使用すると、モデル培養液に対して陰イオンの交換によるイオン交換作

用だけでなく、疎水的な親和力による吸着作用も働くことを示している。また再

生率がェタノールを用いた操作により大幅に改善されたことから、吸着作用によ

って吸着した培地成分がイオン交換能力に及ぼす影響が大きいことが示唆されて

いる。

吸着飽和活性炭として、グルコース15g／1、CSL80g／1、描2PO40．4g／1、

甑2肝04・12‡201．5g／1およびプロピオン酸25g／1を含むモデル培養液を使用し

た破過曲按の測定で得られた使用済み活性炭1080gを再生実験に用いた。1080

gの活性炭に対し毎回11のエタノールを使用して繰り返し回分式で再生を行った

結果をTable4－6に示した。再生率は繰り返し回分の回数とともに増加し、4回目

で90‡に達している。したがって活性炭においては、エタノールによる操作だけ

で、培地系で用いた活性炭の再生が行えることが明らかとなった。

吸着剤の選択：p鋸が培養条件のままの中性において培養液からプロピオン酸を

分離できる吸着剤について検討を行ってきた。その結果Resin AGl－‡8が検討を

行った吸着剤およびイオン交換樹脂の中で最も吸着量が大きいことが明らかとな

った。しかし、実際に応用される培地系において予想されるイオン交換能は

1ⅧOl／kg以下になると考えられた。また再生実験の結果より　0‡‾型のイオン交換

樹脂は、培地成分の影響が大きいことが明らかとなった。これらに加えて　Resin

AG卜Ⅹ8が高価（38000円／500g）であることを考慮すると　Resinを培養系に応

用することは得策ではないと判断された。一方川を下げてプロピオン酸の分離を

行う場合、活性炭はプロピオン酸の吸着および脱着の両面で比較的培地成分の影

響が少ない結果が得られており、実用的と考えられた。pHが2．7付近であれば予

想されるプロピオン酸吸着能は2．72耶1／kgと大きく、活性炭が安価（2500　円

／500g）であることも有利な点として挙げられる。また活性炭は耐熱性が高いこ
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とから培養に応用する際の蒸気滅菌にも十分耐えられるため、滅菌に関して特別

な操作が必要でないことも培養に適した点として挙げることができる。これらの

結果から、中性条件で培養液からプロピオン酸を除去することは断念し、培養ろ

液のp打を下げて、非解離型のプロピオン酸を活性炭による吸着によって分離する

方法を用いることにした。

4－4　結論

培養液からプロピオン酸を分離除去する方法として、溶媒抽出および吸着につ

いて検討を行い、培養系に通していると思われる手法を選定した。本章で得られ

た結論を以下に述べる。

（1）水溶液のpⅡが低い場合には清媒抽出が行なわれ易く分配係数が大きくなっ

たのに対し、班が高くなるとほとんど溶媒による抽出はおこなわれず、分配係数

がゼロになった。したがって溶媒による抽出は非解離型のプロピオン酸に対して

は有効であるがpHが高くプロピオン酸が解離型で存在する場合には適用できない

ことが明らかとなった。

（2）使用した吸着剤の中で解離型のプロピオン酸の分離能が最も高かったのは

0‡‾型陰イオン交換樹脂のResin AGl－X8であった。しかし0Ⅱ．型イオン交換樹脂

によるプロピオン酸の分離は培地成分の影響が大きいことから、培養系において

は十分な吸着能力が期待できないと判断された。

（3）培養系における吸着能力、再生性および経済性より、培養ろ液のp汗を下げ

て活性炭による吸着によって非解離型のプロピオン酸を分離する手法が最適であ

ると考えられた。
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第5章　活性炭によるプロピオン酸除去システムに関する基礎的研究

5－1　序

酢酸やプロピオン酸は、中性の条件下すなわち解離型では、病性炭に吸着され

ないという報告例がある74）。しかし、第4章の吸着実験の結果から、中性の条件

でも活性炭に対して有機酸の吸着が起こることが明らかとなった。活性炭の表面

には様々な官能基が存在することが知られており、解離型の有機酸が吸著される

可能性は十分考えられる。しかし、中性の条件下での有機酸の吸着についてはほ

とんど検討されておらず、吸着のメカニズムについては不明な点が多い。したが

って、これらの有機酸の吸着機構を明らかにすることは、吸着剤の基礎研究とし

て価値があり、また活性炭を培養系に応用する上で必要と考えられた。そこで、

本研究では酢酸、プロピオン酸および酪酸を用いて水清液中の有機酸を解離型と

非解離型に分けて考え、有機酸の吸着量が解離型と非解離型の有機酸両方の吸着

量の和であると仮定して実験データを整理することを試みた。また、活性炭を培

養に応用するための基礎データとして培養液系についても同様な実験および整理

を行い、水溶液系との比較を行った。

実際の培養系では酢酸およびプロピオン酸の両方が存在し、両者の活性炭への

吸着機構は同様であると考えられる。そのため、活性炭によるプロピオン酸の吸

着において酢酸の影響を無視することはできないと思われた。そこで酢酸および

プロピオン酸からなる二成分系の吸着平衡式を水溶液系および培地系の両系にお

いて求めた。また酢酸、プロピオン酸および酪酸の中から二つを組み合わせた二

成分系溶液を調整して吸着実験を行い、求めた選択係数から有機酸の吸着機構に

ついて考察を行った。

活性炭によるプロピオン酸除去システムは、活性炭充填カラムを作製しこれに

ー92－



培養液を流す方式で確立される。活性炭カラムは時間の経過にともなってプロピ

オン酸に対して吸着飽和に達し、吸着能力が無くなる。この現象をカラムの破過

と呼ぶが、カラムの破過を予想することができればカラムの交換を効率的に行う

ことができる。したがって、カラム出口の有機酸濃度の経時変化（破過曲繚）を

数値計算によって求められることが望ましい。そこで、まず破過曲線の数億計算

に必要な定数である粒内拡散係数の測定を行った。次に破過曲線の数億計算法と

して、吸着理論を通用した物質収支に基づく基礎式を求め、数値計算プログラム

を作製した。初めに、単成分系を想定した計算プログラムを作製し、これによる

シミュレーショ、ンが実測値と一致するのを確認した。次にこの計算プログラムを

参考にして、二成分系を想定した数億計算プログラムを作製した。そしてこのプ

ログラムによるシミュレーションと実測値との比較を行った。また、カラムの破

過に伴うカラム出口州の変化に着目して、カラム出口州のモニタリングによっ

てカラム交換時期の判断が行えるか否かについても検討を行なった。

活性炭による吸着によって培養液から分離された有機酸を生産物として利用す

るためには、吸着された有機酸を活性炭から脱着する操作が容易に行えることが

重要である。この操作は、同時に活性炭の再生を行うことにもなる。低いpⅡにお

いて吸着した有機酸は非解離型である。したがって、疎水的な作用で吸着してい

ると考えられ、脱着には有機溶媒が有効であると思われる。そこで、数種類の有

機溶媒を用いた脱着実験を行った。吸着においては培地成分による影響が大きい

ことが明らかになった。そのため、脱着においても培地成分の影響があるか否か

について検討を行った。最後に、カラムに詰めた活性炭に有機溶媒を流して溶出

曲線を測定し、回分操作で再生した場合と比較を行って活性炭の再生方法につい

て考察を行った。
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5－2　活性炭に対する有機酸の吸着等温線

5－2－1　実験材料および方法

吸着実験：80Ⅲ1容量の試験管に有機酸水溶液を10m1取り、0．5～2gの活性

炭を加えて室温30℃で24時間振とうを行って平衡化させた。次に平衡化させた

溶液を遠心分離（7000G，10min）にかけて得られる上淳をフィルター（AI）VAⅣTEC

DIS削C－25CS，TOYO Roshi Co．）で処理して活性炭を完全に除去した後、溶液中の

有機酸濃度を測定した。有機酸濃度の測定にはガスクロマトグラフィーを用いた。

有機酸水溶液の班はアンモニア水を用いて調節した。モデル培養液としてグルコ

ース15g／1、CSL80g／1を含む有機酸水溶液を用いた。

5－2－2　LangⅦuir式についての理論

Langmirは、被吸着物質が吸着剤表面から脱着する速度と流体相から吸着剤に

吸着する速度の間に平衡が成立すると仮定して、被吸着物質濃度と吸着量の関係

を求めた96）。吸着剤の表面が被吸着物質によって覆われている割合を　βとする

と、吸着速度は覆われていない部分の割合1－8に比例する。この吸着速度は、

吸着剤表面に接触する被吸着物質分子の数（分子の濃度：C）及び実際に吸着す

る分子の割合Kaにも比例する。したがって吸着速度は、K。C（1－　8）とな

る。

一方、被吸着物質によって被覆された吸着剤表面からの脱着率を　Kdとすると、

脱着速度は　Kd∂となる。

吸着速度と脱着速度が平衡状態にあるとき、（5－1）式が成立する。

Kd∂＝KaC（1－8）

ここで　K＝Ka／Kdとすると

∂＝KC（1－8）
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KC＝β（1＋KC）

βは被吸着物質による表面被覆率だから、吸着量をQ、最大吸着量をQmとすると

0＝Q／Qn＝KC／（1＋KC）　　　　　　　（5－2）

叉は C／Q＝　C／Q。＋1／QmK　　　　　　　　　　　（5－3）

（5－2）式及び（5－3）式はLangmuir式と呼ばれ、単分子層吸着モデルを表わす。本

実験は培養への応用を想定しているため、多分子層吸着モデルが必要なほど高濃

度のプロピオン酸水溶液を用いた吸着は行わない。したがってこの単分子層吸着

モデルで十分間に合うと考えられた。

5－2－3　結果および考察

（1）有機酸吸着におけるp打の影響について

酢酸とプロピオン酸濃度の比を1：2に調節した水溶液をモデル水溶液として用

いてpⅡの影響について検討を行った。Fig．5－1はプロピオン酸の吸着量に対する

p‡の影響を示した図である。p‡が大きくなるにしたがってプロピオン酸吸着量

は減少しており、p‡の影響が大変大きいことが明らかである。ところで水溶液の

p耳は、吸着平衡前後で変化する。活性炭の場合、水溶液のpⅡの初期値が6．9で

ある時、吸着平衡後のp耶ま8以上になる。第3章でも触れたように、Fig．3－1に

示したプロピオン酸の解離曲線に従いpH8以上ではプロピオン酸の99％以上が

解離状態である。したがって吸着平衡後のp‡が8以上の時、吸着平衡は解離型

のプロピオン酸と活性炭の間で成立していることになる。そこでFig．5－1におい

てp耳の初期値が6．9及び8では、吸着はすべて解離状態のプロピオン酸によるも

のと考えることができる。逆に、吸着平衡後の州が非解離型のプロピオン酸しか

存在しない時には、吸着はすべて非解離型のプロピオン酸によるものと考えるこ

とができる。非解離型および解離型のプロピオン酸の両方が存在するp‡において

は、それぞれのプロピオン酸の吸着量の和が活性炭の吸着量ということになる。
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Fig．5－1より活性炭は一般的に考えられてきた非解離型のプロピオン酸だけでなく

解離型のプロピオン酸も吸着することが明らかである。しかし、解離型および非

解離型のプロピオン酸の吸着機構は異なると思われる。そこで単成分の有機酸溶

液による吸着実験を行い、解離型および非解離型の有機酸の吸着機構について検

討を行うことにした。

（2）解離型および非解離型の有機酸の吸着等温線

有機酸の吸着は、解離型においては有機酸がイオンであることから極性（親水）

的な親和力に支配されていると考えられる。一方、非解離型においては非極性（

疎水）的な親和力によると考えられる。そこで、吸着における極性の影響に着目

して、錆長の異なる有機酸を用いて吸着実験を行った。用いた有機酸は、酢酸、

プロピオン酸および酪酸であり、錆長が長くなるほど非極性である。水溶液系と

培養液系での差異についても検討を行うため、吸着実験は両方の系について行っ

た。培養液系では、グルコース15g／1、CSL80g／1、Ⅲ2PO40．4g／1および

陶2耳PO4・12‡201．5g／1を含む有機酸溶液をモデル培養液として用いた。まずpⅡ

が8以上の条件で吸着実験を行い、この結果より得られた吸着量と有機酸の平衡

濃度の関係から、解離型の有機酸の吸着平衡式を求めた。次にpI無調整（有機酸

の存夜によってp‡は酸性）の条件で吸着実験を行い、得られた吸着量から解離型

の有機酸による吸着量（吸着平衡時のpⅡより求まる解離型の有機酸濃度から計算

した値）を引いた値を求め、これと非解離型の有機酸の平衡濃度（吸着平衡時の

pⅡより求まる）の関係から、非解離型の吸着平衡式を求めた。このような手法を

用いた理由はp‡調整に用いる試薬にある。州を8以上にするのに用いたアンモニ

アの有機酸の吸着に対する影響は少ないが、pⅡを低くするのに必要な強酸の吸着

に対する影響は大きいためである。酢酸、プロピオン酸および酪酸の吸着等温線

をそれぞれFigs．5－2、5－3および5－4に示した。点線はそれぞれの実験データか
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ら最小二乗法によって求めたLangmuir曲線である。これらの実験で得られた各有

機酸のLangtBuir定数をTable5－1に示した。非解離型および解離型の有機酸で比

較を行うと、有機酸の増長にかかわらず非解離型の有機酸の方が圧倒的に吸着さ

れやすいことが明らかである。水系および培地系で比較を行うと、解離型および

非解離型の有機酸の両方が培地成分の影響を受け、水系と比較して培地系では吸

着量が減少してしまうことが分かる。横長の長さの異なる有機酸で比較を行うと、

解離型および非解離型にかかわらず、錦長が長い有機酸の方が吸着量が大きくな

る傾向が得られた。これにより吸着機構が親水的な作用であると考えられる非解

離型（イオン）の有機酸の吸着においても、疎水性が大きい方が活性炭に吸着さ

れやすいことが示された。

（3）有機酸の選択係数

有機酸が生産される発酵では複数の有機酸が存荏することが多く、本研究で行

なったプロピオン酸菌の培養でも酢酸およびプロピオン酸が生産される。このよ

うな多成分系において吸着を行う場合、選択係数が有用である。ここでは選択係

数を次のように定義した。

Separation factor　＝（Qa／Ca）／（Qb／Cb）　　（5－4）

Qa，Qb；a成分およびb成分の吸着量

C。，Cb；a成分およびb成分の平衡濃度

選択係数の検討は水系および培地系で行ったが、p‡が高い条件では吸着量の関係

上誤差が大きくなることが予想され行わなかった。選択係数を求める実験条件は

Table5－2に示したように酢酸、プロピオン酸および酪酸のうちから二つの有機酸

を組合せ、両有機酸の初濃度の和および活性炭量を一定とした。これらの実験の

結果を酢酸－プロピオン酸、酢酸一酪酸およびプロピオン酸一酪酸の系について

それぞれFigs．5－5、5－6および5－7に示した。図中の点練は、実験結果より算出
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された選択係数による計算値を示している。算出された選択係数についてTable

ト2に示した。各有機酸の組合せにおいて吸着条件による比較を行うと、水系およ

び培養液系で選択係数に大きな差異は生じないことが分かる。非解離型と解離型

の有機酸で比較すると、解離型の有機酸の吸着においては選択係数が大きくなる

傾向が示された。この結果は（2）で述べた吸着機構が親水的な作用であると考え

られる非解離型（イオン）の有機酸の吸着においても、疎水性が大きい方が活性

炭に吸着されやすいことを支持するだけでなく、疎水性の影響が非解離型の有機

酸の吸着より解離型の有機酸の吸着の場合に、より顕著に表れることを示してい

る。

5－3　活性炭に対する酢酸およびプロピオン酸2成分系の吸着平衡式

5－3－1　二成分系吸着平衡式の理論

プロピオン酸菌の培養では酢酸およびプロピオン酸が生産される。このため活

性炭でプロピオン酸を除去しようとしても、両有機酸が活性炭に吸着することが

明らかである。したがってプロピオン酸除去システムを設計するためには、少な

くとも酢酸とプロピオン酸の二成分を考慮した平衡式について検討しなければな

らない。酢酸およびプロピオン酸の単成分の吸着平衡がそれぞれLangnuir型の吸

着平衡式になることが確認された。これにより、二成分系の吸着平衡もLangnuir

型になることが予想される。単一成分の吸着平衡がLangm扇r式で表わされる時、

多成分系においては（5t5）式のようなLangmuir型の式が成立する97）。

QI＝Qn．IKICI／（1＋∑KJCJ） （5－5）

ここでⅠは着目成分で、Jは任意の成分である。Qは吸着量、Qmは最大吸着量、

KはLangnuir定数、Cは平衡濃度を表わしている。今回の場合、酢酸とプロピオ

ン酸からなる二成分系であるからPをプロピオン酸、Aを酢酸とすると
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Qp＝Q。、PKpCp／（1＋KpCp＋KnCR）

Qn＝Q。、nKnCn／（1＋KpCp＋KnCn）

（5－6）式と（ト7）式より

Qp／Qn＝（Qm．p／Qn．白）（Kp／Kn）（Cp／CR）　（5－8）

となるので、（Qp／Qn）と（Cp／C。）の関係から（Kp／Kn）を求めること

ができる。この関係を満足する任意のKp、Knを用いて吸着量　Qを求め、実測値

と比較して最もよく一致する億Kp、Knを試行錯誤法によって求める。

5－3－2　実験材料および方法

モデル培養液としてグルコース15g／1、CSL80g／1、KH2PO4　0．4g／1および

恥2HPO4・12耳201．5g／1を含む溶液に、酢酸およびプロピオン酸を加えた。pⅡは

HClを漆加して約3に調整した。この二成分系培養液について、酢酸とプロピオン

酸の濃度比を変えて吸着平衡を測定した。吸着実験は水溶液系について行った。

80山容量の試験管に水溶液を10皿1取り、1～2gの活性炭を加えて室温30℃で

24時間振とうを行い、水溶液中の酢酸またはプロピオン酸濃度を測定した。測定

にはガスクロマトグラフィーを用いた。

5－3－3　結果および考察

吸着実験で得られた結果を　5－3－1の理論にしたがって整理した。（Cp／Ca）を横軸

に、（Qp／Qa）を縦軸にとって両者の関係を求めた結果をFig．5－8に示した。この

結果、水溶液系では（馳／Ka）＝3．69、培養液系では（Kp川a）＝3．17の関係が成

立することが分かった。Lang皿uir定数を決定するために、この結果を用いてさら

に検討を進めた。伽，pおよびQm，aとして　Table．5－1に示した値を用いて、Qpお

よびQaに関して実測値と比較して最もよく一致する値を与える　Kp、Kaを試行錯

誤法によって求めた。求めた二成分系の吸着平衡式の定数をTable5－3に示した。
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Table5－3　AdsorptionparametersofLangmuirformula，

Qpro＝QmproKproCpro／（1＋KproCpro＋KaceCace）or

Qace＝QmaceKaceCace／（1＋KproCpro＋KaceCace）・＊

System Qmpro Kpro Qmace Kace

Water　　　　3．43　　　　0．038　　2．73　　　　0．013

Medium　　2．84　　　0．031　1．98　　　0．014
＊ace；aCeticacid，PrO；PrOPlOnicacid

●
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Table5－3に示した二成分系でのLangnuir定数の有効性を確認するため、これら

の定数を用いて、実験で得られた平衡濃度から求めたQpおよびQaの計算値と、

それぞれの吸着量の実測値の比較を行った。水溶液系および培養液系の結果を、

それぞれFig．5－9および5－10に示した。両者とも計算値と実測値はほぼ一致する

結果が得られている。

5－4　活性炭の粒内表面拡散係数

5－4－1　粒内拡散係数の測定理論

粒内拡散係数を求めるために、物質移動における物質収支に基づいた数億計算

プログラムを作製した。この計算プログラムに様々な粒内拡散係数を代入し、吸

着質の濃度変化の実測値に最も良く合う曲線を与える粒内拡散係数を試行錯誤法

によって求めた98）。粒内拡散係数を求める基礎式を導くために、以下のような仮

定を用いた。

（1）液相は完全混合であり、液境膜抵抗は無視できる。

（2）粒子（活性炭）は球形である。

（3）粒内の物質移動について表面拡散が律速である。

粒内における拡散抵抗は有機酸濃度によらず一定であるとみなすと、粒内の物質

収支より、

∂q／∂t＝Ds（∂2q／∂r2＋（2／r）・∂q／∂r）　（5－9）

ただし、Ds：粒内拡散係数［皿2／sL r：粒内半径方向位置［Ⅲ］、

q：吸着量［Ⅲ01／kg】

粒子表面の物質移動から、
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VL（dc／dt）＝－DsSpp（∂q／∂r），：b （ト10）

ただし、VL：液相体積【m3］、S：全粒子の表面積［皿2］、b：粒子半径［皿］

C：平衡濃度［Ⅲ01／n3］、pp：粒子密度［kg／m3］

粒内の濃度分布は同心円状であるので、

（∂q／∂r）「＝。＝0

固液の平衡関係はLangnuir式で表わされるので

q＝qmKC／（1＋KC）

ただし、qm：最大吸着量［mol／kg］、K：Langnuir定数［n3／mol】

（5－11）

（5－12）

ここで、np：粒子数日、Vs：全粒子の体積［皿3］、Ws：全粒子の質量［kg］

とすると、

Spp＝（np・47tb2）pp＝Pp（3／b）（np（4／3）7fb3）

＝（3／b）ppVs＝3Ws／b

よって、（5－10）式より、

（5－13）

dc／dt＝－（3D，Ws／VLb）（∂q／∂r）r＝b　　　　（5－14）

以上が基礎式である。

次に無次元化のために、Ⅹ≡C／CO、Y≡q／q8、で≡Dst／b2、R≡r／b

とする。

（5－9）式より

∂Y／∂T＝∂2Y／∂R2＋（2／R）∂Y／∂R

この（ト15）式を解くための境界条件は（5－10）式より、

（5－15）

dY／dT＝－3β（dY／dX）（∂Y／∂R）R＝1　　（5－16）

ただし、β＝Wsq8／VLC8とし、C8：初濃度［nol／Jn3］、q8：CBに平衡な吸

着量［Ⅲ01／kg］である。

粒子表面においては（5－12）式より

Y＝X／（k＋（1－k）X）　ただし、k＝1／（1＋KC8）（5－17）
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これを変形すると

X＝kY／（1－（1－k）Y）

粒子中心部においては濃度分布はないので、

（∂Y／∂R）R＝8＝0

（5－18）

（5－19）

Ct＝8：t＝0における有機酸濃度【ⅢOl／m31、Xt＝8≡Ct＝8／C白とすると、

初期条件は、

Ⅹ＝Xt＝8＝1　および　Y＝0　　　（0≦R≦1）　　　（5－20）

次にこれらの無次元化式を数値計算によって解く。陽解法における差分近似式を

導出するために、

R＝m・』R　　（0≦m≦M）

で＝n・』で　　（0≦n）

とおく。

（Ⅰ）中間半径位置（1≦m≦M－1）

（5－15）式の差分化に以下の式を用いる。

∂Y／∂T＝（Ym．n．1－Yn．n）／AT

∂Y／∂R＝（Ym．1．。－Ym＿1．n）／2AR

∂2Y／∂R2＝（Yn．1．。P2Yn．。＋Y。＿1．。）／AR2

（5－15）に代入して項を整理すると、

Yn．。．1＝1（1－1／m）Yn＿1．。＋（1－21）Yn．。

十人（1＋1／m）Y。．1．。

ただし、1＝』で／』R2とした。

（Ⅱ）中心位置（m＝0）

（5－18）式を用いて、

1／R（∂Y／∂R）＝（∂2Y／∂R2）R＝8

これを用いて（5－14）式を変形すると、
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（dY／dT）R＝8＝3（∂2Y／∂R2）R＝8

（5－25）式を差分化すると

Y8，。．l＝31Y＿1．。＋（1－6人）Y8．。＋31Yl．。

＝（1－6人）Y8，。＋6人Yl．。

ただし、中心からの距離が同じであるから、Yl．。＝Y＿1．。とした。

目口）粒子表面（m＝M）

任意の関数Y（A，B）についてテイラー展開を2次の項まで取ると、

Y（A－AA，B）＝Y（A，B）－（∂Y／∂A）AA

（5－25）

（ト26）

＋（1／2）（∂2Y／∂A2）』A2

Y（A－2AA，B）＝Y（A，B）－（∂Y／∂A）2AA

＋（1／2）（∂2Y／∂A2）』2A2

これらから』A2の項を消去すると

∂Y／∂A＝（1／2AA）（3Y（A，B）

－4Y（A－AA，B）＋Y（A－2AA，B））（5－27）

（5－27）式を用いると

（∂Y／∂R）R＝1＝（3YM．。－4Yn＿1．n十Yn－2，。）／2AR　（5－28）

（5－28）式を用いて（5－16）式を差分化すると

（YM，。．1－YM．。）／AT＝－3β（dY／dX）（（3YM．。－4YM＿1．n

－YM＿2．。）／2∠］R）

また（5－18）式を微分すると

dX／dY＝（1－（1－k）Y）2／k （5－29）

故に

YM．。．1＝（－3β／2）（Aで／AR）（dY／dX）YM＿2．n

＋6β（AT／AR）（dY／dX）YM＿1．。＋（1－（9β／2）（Aで／AR）

（dY／dX））YM，。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（5－30）
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ただし、dX／dY＝（1－（1－k）YM．。）2／k

以上が陽解法における差分式である。

実際の計算においては（5－20）式の初期条件のもとで（5－18）、（5－23）、（5－26）

および（5－30）式を繰り返し計算することによって数億解が求められる。BASICに

よる計算プログラムをAppendixlに示した。またAppendixlによる計算例とし

て、同じ実験条件のもとで拡散係数を変えた場合の平衡状態に到る推移について

Fig．5－11に示した。

5－4－2　実験材料および方法

グルコース　7．5g／1およびCSL40g／1を含む溶液に有機酸を加えモデル培養液

とした。p耳を3に調整したモデル培養液11に活性炭50gを加え、温度を30℃

に保ち、携拝装置を用いて捜拝速度200min●1で撹拝を行った。活性炭投入後、

適当な時間間隔で溶液をサンプリングし、有機酸濃度の変化を測定した。有機酸

の測定はガスクロマトグラフィーを用いて行った。

5－4－3　結果および考察

酢酸およびプロピオン酸について粒内表面拡散係数を求める実験を行った。結

果をそれぞれFig．5－12およびFig．5－13に示した。これらのグラフの点線は数

値計算の結果である。数億計算においては、LangⅢuir定数はTable5－1の培養液

系のものを用いた。活性炭は円筒状であったため、粒子半径として活性炭の縦長

および横長を20回ノギスで測定し平均値を取り、この結果より求まる相当直径と

して　4．08×10‾3【Ⅲ】を使用した。実測データに最もよく合う曲線を与える粒内拡

散係数を数億計算を用いた試行錯誤法によって求めた結果、酢酸およびプロピオ

ン酸においては、それぞれ2．08×10‾川【Ⅲ2／S］および1．42×10‾18［皿2／S］と決

定した。
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5－5　活性炭カラムの破過曲繚

5－5－1　破過曲線の理論

（1）基礎式

本研究室では、すでに元木98）がHenry型の吸着における破過曲線の数値計算を

行なって良好な結果を残している。そこで、本研究の吸着はLan即uir型であるが、

固定層内の流動状態の基本的な理論および数値計算を行なうための計算プログラ

ムを作製する手法については、元木の修士論文を参考にした。

破過曲線を計算するために固定層吸着理論の基礎式を用いる。固定層における

軸方向の混合を拡散モデルで表わすと、物質収支から次式が得られる。

u（∂C／∂Z）＋ど（∂C／∂t）

＋γ（∂q／∂t）＝EDL（∂2C／∂Z2）（5－31）

ただし、u：空塔速度［Ⅲ／S］、Z：固定層内軸方向位置［m］、ど：空隙車　上】

γ：充填密度［kg／Ⅲ3】、q：粒子平均の吸着量［Ⅲ01／kg］、DL：軸方向混合拡散

係数［Ⅲ2／S］

カラム内の液の流動がピストン流の状態であれば（5－31）式の右辺の拡散項を無

視することができる。そのため通常の操作条件では、右辺の拡散項を無視した式

で計算を行なっている。しかし、一般的に流動の状態を表わすレイノルズ数が1

以下の場合は、軸方向の拡散混合を無視できないようである。レイノルズ数は、

次式で定義される。

Re＝2ubpF／ELLF （5－32）

ただし、Re：レイノルズ数［－］、PF：流体の密度［kg／皿3］、LLF：流体の粘度

［Pa・S1、b：粒子半径［皿］

本研究ではカラムへの液供給速度として、第3章で行なった濯流培養の結果より

0．31／hを想定した。作製したカラムに活性炭を詰め、この流速で液を供給した
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場合の空塔速度からレイノルズ数を計算すると、活性炭粒子の半径を4．08×10‾3

［Ⅶ］、充填華を0．6とし、pFおよび　〟Fについてはそれぞれ、1000［kg／皿3】およ

び8．02×10‾4［Pa・S］の億を用いると　Re＝0．19　となる。したがって本研究の条件

では、軸方向の混合拡散を無視することができないと考えられ、破過曲線の計算

において通常無視されている軸方向の混合拡散を含む（5－31）式を用いて数億計算

を行うことにした。

次に、流体から活性炭粒子への物質移動速度を表わす（5－31）式の左辺第3項に

ついて境膜における物質移動式で表わすと、

γ（∂q／∂t）＝kFav（C－CF）　　　　　　　（5－33）

ただし、kF：境膜物質移動係数［m／S］、aV：比表面積［m2／皿3］、CF：界面にお

ける液相濃度［皿01／皿3】

（5－33）式を解くためには、（5－9）式と連立させる必要があり、計算が複雑である。

そこで境膜物質移動係数の代わりに総括物質移動係数　KF［Ⅲ／S］を用いて（5－33）

式を書き直すと、

γ（∂q／∂t）＝KFav（C－Cs）

ただし、Cs：qに平衡な液相濃度［皿01／皿3］である。

（5－34）

この式を解くためには　KFの債が必要であるが、河揺らによるとKFは次式によっ

て求められる99）。

KF＝α（（1／kf）＋（1／βks）＋（2bav／Peu））‾1－（5－35）

ただし、Pe：ぺクレ数（＝2bu／EDL）H、β＝q8／C8、

C日：初濃度［nol／m3］、q8：C切に平衡な吸着量［皿01／kg］

kf：流体境膜物質移動係数［kg舟2h』C］、

ks：粒子内物質移動係数［kg／皿2h』q］

液混合の状態を表わすぺクレ数はレイノルズ数が20以下の場合はほぼ0．5となる。

αの億は1～1．3と考えてよい。またav、kfおよびksは次式のように相関される。
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av＝3（1－g）／b （5－36）

kf＝1．09（u／E）（JLF／pFDF）‾2／3（2bupF／LLF）‾2／3（5－37）

ただしDF：分子拡散係数［n2／S］である。

kS＝15Dsγ／b2av （5－38）

固液の平衡関係はLan印uir型の吸着式で表わせる。吸着物質が単成分であるとす

ると、

q＝qmKcs／（1＋Kcs） （5－39）

以上が固定層破過曲線の数値計算のための基礎式である。実際の計算において

は、（5－36）～（5－38）式を用いて各パラメーターの値を決め、（5－31）、（5－33）およ

び（5－39）式を連立させて解くことになる。

次に、これらの基礎式を解くための境界条件と初期条件を述べる。カラムの出

口において装置内外の濃度は等しいので、

（∂C／∂Z）Z＝Zm＿＝0　　　　　　　　　　　　　　　　（5－40）

ただし、Zm：層長［m］である。ここで　Zmのマイナス記号は、（ト40）式の左辺が

カラム内側の濃度分布により決定されるZ＝Zmの位置の微分項であることを表わ

している。また、t＞0においてカラムの入口における境界条件は、Z＝0±に

おける物質収支から次式で与えられる。

Cz＝何十＝Cz＝8＿＋（EDL／u）（∂C／∂Z）Zこい　　（5－41）

ここで、CはZ＝0の位置で不連続であるため、その値や微分項は境界付近の極

限値で表わされる。0の指数位置のプラス記号およびマイナス記号は、それぞれ

装置の内と外の極限値を示している。

初期条件は、次のとおりである。

液相濃度について、

t＝0、0≦Z≦zmに対して、C＝0

固相濃度について、
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t＝0、0≦Z≦zmに対して、q＝O

qに平衡な液相濃度について

t＝0、0≦Z≦zmに対して、Cs＝0

（5－43）

（5－44）

（2）無次元化

基礎式の無次元化のためにZ＝ZKFav／u、X＝C／cz＝8＿、Y＝q／qz＝8＿

Xs＝C，／cz＝8＿、T＝t Kfav／γ、A＝qz＝8＿／cz＝8＿、B＝E／γ、

C＝g DLKFav／u2と定義する。

（5－34）式より、

A（∂Y／∂T）＝X－Xs

（5－39）式より、

故に

Y＝ⅩS／（k＋（1－k）Xs）

Xs＝kY／（1＋（k－1）Y）

（ト45）

ただし、k＝1／（1＋Kc日）

（5－45）と（5－31）式より、

（∂X／∂Z）＋B（∂X／∂T）＋（X－Xs）＝C（∂2x／∂Z2日5－48）

次に、境界条件を無次元化する。

（5－40）式より、

（5－41）式より、

（∂Ⅹ／∂Z）Z＝Zm＿＝0

Xz＝8．＝1＋C（∂X／∂Z）Z＝8．

（5－49）

（5－50）

初期条件は（5－42）、（5－43）および（5－44）式より次のように無次元化される。

液相濃度について、

T＝0、0≦Z≦Zm　に対して　Ⅹ＝0
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固相濃度について、

T＝0、0≦Z≦Zn　に対して　Y＝O

Yに平衡な液相濃度について

T＝0、0≦Z≦Zm　に対して　Xs＝0

（5－52）

（5－53）

（3）クランクーニコルソン法による差分化

差分近似式導出のための差分格子について次のように定義する。

』Z：軸方向の格子間隔、j：軸方向の格子番号、jm＝Zm／dZとして、

Z＝j・』Z　　（0≦j≦jm）

dT：時間方向の格子間隔、n：時間方向の格子番号として、

T＝n・』T

入l＝』T／』Z

12＝』T／dZ2

（0≦n）

（5－54）

軸方向の差分格子点番号Jに対応するⅩおよびYの債を表わすものとして、それ

ぞれⅩJおよびYJとする。T＝T＋ATにおける各パラメーターを表わすために

漆字＋を用いる。

初期条件は（5－51）、（5－52）および（5－53）式より、次のように書き換えられる。

液相濃度について、

n　＝0，0　≦　j　≦　jm　に対して　ⅩJ＝0

固相濃度について、

n　＝0，0　≦　j　≦　j。に対して　YJ＝O

Qに平衡な液相濃度について

n　＝0，0　≦　j　≦　jm　に対して　ⅩS、J＝0

次にXs、JおよびⅩ了を計算するための差分近似式について述べる。
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＜Xs、Jの差分近似式＞

（5－45）式について時間方向について前進差分を用い、右辺をT＝TとT＝T＋

dTのときの値の平均で表わして、

A（YJ＋－YJ）／AT

＝（1／2）（（Ⅹ了－Xs．了）＋（XJ－ⅩS．J）） （5－61）

（5－61）式を変形して

YJ＋＝（AT／2A）（XJ＋－Xs．了

＋XJ－Xs、J＋（2A／AT）YJ）　　（5－62）

（ト46）式を用いてY了およびYJを消去すると

Xs，J＋／（k＋（1－k）Xs．了）＝（AT／2A）（XJ＋－Xs．J＋

＋XJ－Xs、J＋（2A／AT）Xs．J／（k＋（1－k）Xs．J））（5－63）

ここで、BJ＝XJ一Xs、J＋（2A／AT）Xs．J／（k＋（1－k）Xs．J）とす

ると、

Xs．J＋＝（ATk／2A）（XJ＋－Xs．了＋BJ）

＋（AT（1－k）／2A）Xs．了（ⅩJ＋－ⅩS．J＋＋BJ）（5－64）

この式をXsJ十の項でまとめると

（AT（k－1）／2A）（Xs．J＋）2＋（AT（1－k）／2A）XJ＋

＋（AT（1－k）／2A）BJ－（ATk／2A）－1）Xs．J十

＋ATk／2A（XJ＋＋BJ）＝0

（5－65）式よりⅩS、了は二次方程式の解の公式で表わすことができるから、

（5－65）

a＝AT（k－1）／2A、　b＝（AT（1－k）／2A）ⅩJ＋＋（AT（1

－k）／2A）BJ－（ATk／2A）－1、　C＝ATk／2A（XJ＋＋BJ）

とおくと、

Xs、了＝（－b±（b2－4ac）8・5）／2a

－126－

（ト66）



＜ⅩJの差分近似式＞

XJを求めるための差分近似式は、カラム入口、カラム中間位置およびカラム出

口の3つに分けて導かれる。まずカラム入口における差分近似式を導く。

任意の関数Y（A，B）についてテイラー展開を2次の項まで取ると、

Y（A＋AA，B）＝Y（A，B）＋（∂Y／∂A）AA

＋（1／2）（∂2Y／∂A2）』A2

Y（A＋2AA，B）＝Y（A，B）＋（∂Y／∂A）2AA

＋（1／2）（∂2Y／∂A2）』2A2

これらからdA2の項を消去すると

∂Y／∂A＝（1／2AA）（－3Y（A，B）

＋4Y（A＋AA，B）－Y（A＋2AA，B））（5－67）

これを用いて（5－50）式をT＝T＋△Tのときについて差分化する。ⅩZ＝8．を

Ⅹ8十に置き換えて、

Ⅹ8＋＝1十（C／2∠】Z）（－3Ⅹ8＋＋4Ⅹ了一Ⅹ2＋）　　　（5－68）

故に、

Ⅹ8＋＝（1／2∠】Z＋3C）（4CXl＋－CX2＋＋2AZ）　（5－69）

カラム中間位置について（ト48）式より

B（∂X／∂T）＝C（∂2Ⅹ／∂Z2）－（∂Ⅹ／∂Z）－（X－ⅩS）（5－70）

左辺を前進差分、右辺をT＝TとT＝T＋ATのときの中心差分の平均で表わし

て

B（XJ＋－XJ）／AT＝（C／2）（（XJ＋1＋－2X了＋XJ＿1＋）／AZ2＋

（XJ．1－2XJ＋XJ＿1）／AZ2）－（1／2）（（XJ．1＋－XJ＿1＋）／2AZ

＋（XJ．1－XJ＿1）／2．dZ）－（1／2）（Ⅹ了－ⅩsJ＋＋XJ－Xs．J）

（5－71）
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これを（5－56）と（5－57）式を用いて変形すると、

B（XJ＋－XJ）＝（C12／2）（XJ．了一2XJ＋＋XJ＿1＋＋XJ．1－2XJ

＋XJ＿1）－（11／4）（XJ．1＋－XJ＿1＋＋XJ．1－XJ＿1）

ー（AT／2）（XJ＋－X，，了＋XJ－Xs．J） （ト72）

故に、

XJ＋＝（1／（4B＋4C入2＋2AT））（（2C12－11）XJ＋了＋（2C

入2＋11）XJ＿1＋＋2ATXs．J＋＋（2C入2－人1）XJ＋1＋（4B－4C入2－

2∠】T）XJ＋（2C12＋11）XJ＿1＋2ATXs．J）　　　　　　　（5－73）

ここで、CJ＝（2C入2－人1）XJ．1＋（4B－4C入2－2AT）XJ＋（2C

入2＋11）ⅩJ■l＋2∠］TXs，Jとすると、

ⅩJ＋＝（1／（4B＋4C12＋2AT））（（2C入2－11）ⅩJ．1＋

＋（2C12十人1）XJ．1＋＋2ATXs，J＋＋CJ） （5－74）

カラム出口について（5－49）式を中心差分で表わすと、

（XJm＋了－ⅩJm＿1＋）／2∠］Z＝0

（XJm．1－XJm＿l）／2』Z＝0

したがって　XJm＋l＋＝ⅩJm＿了、XJm＋l＝ⅩJm＿1が得られる。

これを（5－73）式に用いると、

XJn’＝（1／（2B＋2C入2＋AT））（（2C入2ⅩJm＿1＋＋ATXs．Jm＋

＋（2B－2C12－AT）XJm＋2C12XJn＿1＋ATXs．J。）　　（5－75）

ここで、CJm＝（2B－2C入2－AT）XJn＋2C入2XJ。＿1＋ATXs．J。とす

ると、

XJn’＝（1／（2B＋2C入2＋AT））（（2C入2XJm．1＋＋ATX，．Jn＋

＋CJm）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（5－76）

以上がクランク・ニコルソン法における差分近似式である。
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＜漸化式の導出＞

次に、これらの差分近似式を解くためにSOR法（逐次過緩和法）における漸

化式を求める。緩和係数をU［－］とすると、収束を最も早める山は次式で与えられ

る。

山＝1／（1＋（1－〟2）l／2） （5－77）

ただし、〟＝（1／（1＋1））（cos（方／S））

さらにSOR法における緩和回数をkとして、k回目の緩和によるⅩ了および

Y了の億をそれぞれXJ（k）＋およびYJ（k）＋とする。

（ト66）式より、Xs、Jを求めるための漸化式は

Xs、了（k＋日＝山（－b±（b2－4ac）8・5）／2a－（山一1）Xs，了（k）

（5－78）

（5－69）式より、Ⅹ8十を求めるために漸化式は

Ⅹ何十（k十日＝（以／2∠］Z＋3C）（4CX了（k）

－CX2＋（k）＋2∠］Z）－（山一1）Ⅹ8＋（k）（5－79）

（5－74）式より、X了を求めるための漸化式は

XJ＋（k’1）＝（u／（4B＋4C12＋2∠1T））（（2C入2－人1）ⅩJ．1＋（k）

＋（2C入2十人1）XJ＿1＋（k＋1）＋2ATXs．了（k＋1）＋CJ）

ー（山一1）Ⅹ了（k）

（ト76）式より、XJm十を求めるための漸化式は

（5－80）

XJm＋（k＋1）＝（u／（2B＋2C12＋AT））（（2C入2XJn．1＋（k＋日＋AT

Xs，Jm＋（k十日＋CJm）－（山一1）XJm＋（k）　　　　　　　　　　　（5－81）

具体的な計算方法としては、パーソナルコンピューターを用いて（5－78）～（ト81）

式をプログラム化し、繰り返し計算を行なわせることによって破過曲線を求める
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ことができる。計算プログラムのフローシートを　Fig．5－14に示した。またFig．

5－14に従って数値計算を行うプログラムをAppendix2に示した。Appendix2を用

いてシミュレーションを行った例として、有機酸の初濃度が破過曲線に及ぼす影

響についてのシミュレーションをFig．ト15に、液供給速度が破過曲線に及ぼす影

響についてのシミュレーションをFig．5－16にそれぞれ示した。

（4）二成分系破過曲線の数値計算

多成分系の破過曲按の計算は、基本的にはこれまで述べてきた単成分系での計

算と同じである。異なる点は、単成分系での吸着平衡式を多成分系での吸着平衡

式に直し、また各成分について固定層での物質収支および速度式を立てることで

ある97）。したがって今回の場合、数式で異なるのは（5－78）式だけであり、次の

ように変形される。

プロピオン酸について解くと、（5－6）を無次元化して、

Yp＝Xp／k2（1＋k3Ⅹp＋k4Ⅹn）

ただし、A，Pはそれぞれ酢酸およびプロピオン酸についてである。

また、k2＝1／（l＋k3＋k4）、k3＝KpCp8、k4＝K。CM

（5－82）

（5－82）式を用いて差分化を行なうと、（5－66）式は（5－83）式に書き換えられる。

Ⅹps、了＝（－b±（b2－4ac）8・5）／2a　　　　　　（5－83）

ただし、a＝ATk2k3／2A、　b＝（ATk2／2A）（2－k3ⅩpJ＋

－k3BpJ＋k4Xns．了）、　C＝－（ATk2／2A）（XpJ＋＋BpJ

＋k4X。S．J＋XpJ＋＋k4Xns．J＋BpJ）、　　　BpJ＝ⅩpJ－XpS．J

十（2A／AT）（Xps．J／k2（1＋k3Xps．J＋k4Xns．J）

数値計算においては、酢酸についても同様な式を用いる。そして、それぞれにつ

いて（5－79）～（5－81）式を用いて計算を行なう。二成分系での数値計算プログラム

－130－
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をAppendix3に示した。

5－5－2　実験材料および方法

培養で用いることを想定して、半径5cm、高さ　32cmで、活性炭を約1．2kg

詰められる容量を持っカラムを準備した。このカラムを用いて、破過曲線の測定

を行った。有機酸溶液としてグルコース15g／1、CSL80g／1および有機酸を含む

モデル培養液および細胞を除いた実培養液を用いて実験を行った。溶液中の有機

酸が非解離型になるようにするため、カラム入口の前にpH調整槽を設けて　5N

耳Clを漆加することでpHを3に調整した。p†が3に調整された溶液を一定速度で

カラムに供給し、カラム出口の有機酸濃度、Cl‾濃度およびp‡の経時変化の測定

を行った。破過曲線の測定における実験装置の写真および実験条件を、それぞれ

Pboto5－1およびTable5－4に示した。

5－5－3　結果および考察

（1）破過曲線とシミュレーションとの比較

Table5－4に示したようにRunlとして酢酸を含まない、すなわちプロピオン

酸単独系のモデル培養液を用いて、破過曲線の測定を行った。粒内拡散係数は、

Fig．5－13で得られた億を用いた。計算結果をFig．5－17に示した。Appendix2によ

るシミュレーションの結果と実測値は、ほぼ一致している。信頼できるシミュレ

ーションが行えると、カラムの交換時期が予測できるため操作上非常に役立っ。

カラム交換の時期を　C／C8＝　0．1、つまりカラム出口濃度が入口濃度の10％に

達した時と想定した場合、シミュレーションによる交換時期は実測値による交換

時期よりも少し早めになるが、操作上安全な億を与えている。

恥n2として酢酸およびプロピオン酸を含むモデル培養液を用いた場合の破過曲

線の測定を行った。結果を　Fig．ト18に示した。酢酸が初めに破過し、続いてプロ
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ピオン酸が破過している。これは酢酸よりもプロピオン酸の方が、活性炭に対し

て吸着され易いことを示しており、酢酸およびプロピオン酸を用いて求めた選択

係数（Separation factor）やLangmuir定数の結果を反映している。また酢酸の

カラム出口濃度　C／C切が1を越える現象が確認された。これはカラムの出口濃

度が入口濃度よりも高くなったことを示している。この現象は、多成分系の吸着

において置換吸着が起る場合に見られる現象である18日）。したがって、酢酸およ

びプロピオン酸の二成分系においても、一度吸着した酢酸が後から吸着してきた

プロピオン酸に追い出される置換吸着が起っていると考えられた。

Appendix3によるシミュレーションの結果は、酢酸およびプロピオン酸の両者

について実測値よりも破過が遅れる結果となった。実測値とのズレの大きさは、

酢酸よりもプロピオン酸の方が少なくなっている。Fig．5－17で示したように、単

成分系ではシミュレーションおよび実測値において二成分系ほどのズレは生じな

かった。両者のシミュレーションの数億計算上で異なる点は吸着平衡式である。

ここで用いている吸着平衡式は、回分で十分に平衡状態に達した状態で得られる

ものである。したがってシミュレーションの結果が実測値とズレた原因として、

二成分系の吸着平衡式が置換吸着の途上にあるような状態を速度的な面において

表わしきれていないことが考えられた。Run2におけるカラムへの液供給速度は

5．2皿1／ninであった。これは、第3章の結果より、実際の培養におけるカラムへ

の培養液の供給速度が5ml／Ⅲin前後になると考えられたためであるが、液供給速

度を低くすれば、カラム内の状態がより置換吸着の平衡状態に近くなると考えら

れ、シミュレーションの結果が実測値に近くなると考えられる。

Run3として、Run2で用いた活性炭をエタノールに浸漬して再生した活性炭を

用いて破過曲線の測定を行なった。再生については5－6で詳細を述べる。Run3の

結果を　Fig．5－19に示した。Run2と比較すると、破過時間は多少早くなっている

が、エタノールによって再生ができており、十分に使用に耐えられることが明ら
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かである。しかし、シミュレーションの値とのズレは、破過時間が早くなった分

だけ大きくなっている。

餌n4では、Fig．3－6に示した培養で得られた培養ろ液を用いて破過曲操の測定

を行った。結果をFig．ト20に示した。モデル培養液と同様に置換吸着が起ってい

ることが明らかである。しかし、シミュレーションの結果と実測値とのズレは、

モデル培養液を用いた場合よりも大きくなった。この原因として考えられること

は、三つ挙げられる。それは、実培養液中に炭酸ガスが含まれているために、活

性炭カラム中に気泡が生じてしまうことと、培養においてはp‡制御のためにアル

カリを涛加するが、このため活性炭カラムに液を供給する前のpⅡ調整において多

くのmlを要すること、および実培養液中に有機酸の吸着に影響する物質が生じ

ていることである。カラム中に気泡が生じるとカラム内の流動状態が均一でなく

なり、偏流が生じることが考えられる。また那1の吸着に対する影響は明確では

ないが、有機酸の吸着量を減らす傾向にあることが、吸着実験から経験的に分か

っている。これらの事から、培養に組み入れた活性炭カラムの破過曲線を正確に

シミュレーションすることは困難であり、正確なシミュレーションを行なうため

には検討すべき問題が残されている。

（2）カラム出口p‡のモニタリングによるカラム破過の予測

Fig．5－17から　Fig．5－20においてカラム出口のPⅡの経時変化に着日すると、有

機酸の破過と出口p‡の間には何等かの関係が存在するように見える。pⅠに最も大

きな影響を及ぼすと考えられるのは、カラム入口で添加される　ⅡClである。そこ

で有機酸、グルコースおよび‡Clについて、実培養液を用いて破過曲線を測定し

た。結果をFig．5－21に示した。この結果より、カラムの破過は‡Cl、グルコース、

酢酸そしてプロピオン酸の順に起ることが明らかとなった。また、グルコースの

カラム出口濃度C／C8が1を越えたことから、グルコース、酢酸およびプロピオ
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ン酸の間で置換吸着が起っていることが明らかとなった。

一方カラム出口pHとの関係であるが、HClは10h付近で完全に破過しているに

もかかわらず、カラム出口のp耶ま中性付近である。したがってHClの破過がカラ

ム出口のpHに及ぼす影響はさほど大きくないと言える。カラム出口のpⅡは最初

は8以上を示したが、時間の経過とともに減少しプロピオン酸の破過が始まるあ

たりで4付近となっている。そして最終的には、カラム入口pⅡと同じ　3に漸近す

る形になっている。Fig．5－17から　Fig．5－20においても、この結果とほぼ同様な傾

向を示している。したがって、カラム入口の州を3に制御する場合、カラム出口

の州が3．5～4の間を示している時にカラムを交換すれば、プロピオン酸の破過

が15‡前後の時点でカラムの交換を行ったことになると考えられた。これらのこ

とからカラム出口のp耳をモニタリングすることは、有機酸の出口濃度を正確に把

握することはできないものの簡便であり、カラム交換時期を判断する指標として

有用であることが明らかである。

5－6　活性炭の再生

5－6－1　実験材料および方法

再生剤の検討：　活性炭50gを250mlのpⅡ2．6、プロピオン酸濃度30g／1

の　プロピオン酸水溶液またはグルコース15g／1、CSL80g／1、KⅡ2PO40．4g／1

および陶2肝04・12Ⅱ201．5g／1を含むモデル培養液に24h浸漬し、プロピオン酸

吸着飽和活性炭とした。この活性炭を蒸留水で3回洗浄した後、200山の再生期

に24h浸漬した。これらの再生処理の後、活性炭を蒸留水で3回洗浄して乾燥さ

せて再生率の測定を行った。再生率の測定は2gの再生活性炭および2gの未使

用活性炭を用いてプロピオン酸水溶液に対する吸着実験を行い、再生活性炭と未

使用活性炭のプロピオン酸吸着量を比較して行った。用いた再生期をTable5－5
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に示した。

再生法の検討：　連続法として、プロピオン酸水溶液で吸着飽和させた活性炭

カラム（r：1．25CⅢ、h：37CⅢ、活性炭75g）にエタノールを1．6ml舟inの流

速で流して、カラム出口のプロピオン酸濃度の経時変化を測定した。回分法とし

て1080gの吸着飽和活性炭を11のエタノールに24h以上浸漬した。これを4

回繰り返した。

5－6－2　結果および考察

再生剤の検討：　様々な再生剤による再生結果をTable5－5に示した。水溶液

系で飽和させた活性炭と培養液系で飽和させた活性炭において、再生率に大きな

違いは見られなかった。したがって再生においては、培地成分も脱着されたと考

えられ、また培養液系での使用にもかかわらず、活性炭の吸着能力は90　％以上

は回復できることが明らかとなった。最も良好な再生率を示したのはエタノール

およびアセトンであった。扱い易さの点ではエタノールが優れているため、これ

以後の活性炭の再生においてはエタノールを用いることにした。

再生方法の検討：　活性炭カラムにエタノールを連続的に供給して得られたプ

ロピオン酸の溶出曲線をFig．ト22に示した。この結果より連続式においては、プ

ロピオン酸の溶出が後半においてテーリングする傾向にあることが問題と考えら

れた。これは、テーリングによりエタノールの必要量が増えるだけでなく、得ら

れるプロピオン酸濃度が低くなってしまうからである。分離精製操作において生

産物濃度が薄まることは好ましくない。そこで回分操作での再生を試みた。結果

を　Table4－6に示した。回分操作においてはプロピオン酸濃度は高濃度に保たれ

ているが、再生率が90％に達するまでに4回の操作を必要とし非常に時間がかか
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ることが示唆された。これらの結果を総合すると再生方法としては、活性炭カラ

ムにエタノールを再循環させる回分式を繰り返し行なうことが、連続式および回

分式の長所を兼ね備えることができるため最善と判断された。

5－7　結論

活性炭によるプロピオン酸の吸着について、基礎的な吸着機構から培養に応用

することを想定した破過曲線および活性炭の再生方法に到るまで検討を行った結

果、次のような結論が得られた。

（1）非解離型および解離型の有機酸で比較を行うと、有機酸の頼長にかかわら

ず非解離型の有機酸の方が圧倒的に吸着されやすい。

（2）水系および培地系で比較を行うと、解離型および非解離型の有機酸の両方

が培地成分の影響を受け、水系と比較して培地系では吸着量が減少する。

（3）頼長の長さの異なる有機酸で比較を行うと、解離型および非解離型にかか

わらず、頼長が長い有機酸の方が吸着量が大きくなる。吸着機構が親水的な作用

であると考えられる非解離型（イオン）の有機酸の吸着においても、疎水性が大

きい方が活性炭に吸着されやすい。

（4）酢酸、プロピオン酸および酪酸の中から二つを組合せた二成分潜液におい

ては、水溶液系および培養液系で選択係数に大きな差異は生じない。

（5）酢酸、プロピオン酸および酪酸の中から二つを組合せた二成分溶液におい

ては、解離型の有機酸の吸着においては非解離型の有機酸の吸着よりも、選択係

数が大きくなる。この結果は、吸着機構が親水的な作用であると考えられる非解

離型（イオン）の有機酸の吸着においても、疎水性が大きい方が活性炭に吸着さ

れやすいことを支持するだけでなく、非解離型の有機酸の吸着より解離型の有機
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酸の吸着の方が、疎水性の影響が大きいことを示す。

（6）Appendix2による数億計算によって、単成分系の有機酸溶液は培地成分の

有無にかかわらず良好なシミュレーションが行える。

（7）Appendix3による数億計算によると、モデル培養液と比較して実培養液で

実測値とのズレが大きくなった。正確なシミュレーションを行うためには、更に

培養に付随する因子の影響を検討する必要がある。

（8）培養液においては、活性炭カラムの破過はHCl、グルコース、酢酸そして

プロピオン酸の煩に起こる。また、グルコース、酢酸およびプロピオン酸の間で

置換吸着が起こる。

（9）カラム出口のpⅡは破過した有機酸を反映しており、カラムの交換時期を判

断する方法としてカラム出口p‡のモニタリングを行なうことが有効であることが

明らかになった。

（10）水溶液系および培養液系の差異にかかわらず、用いた再生剤による活性

炭の再生率に大きな違いは見られない。したがって再生においては、培地成分も

脱著されたと考えられ、活性炭の吸着能力は90　％以上は回復できる。

（11）活性炭の再生において、エタノールおよびアセトンが用いた再生剤の中

で最も良好な再生率を示した。

（12）回分式および連続式の再生結果より、有機酸によって吸着飽和に達した

活性炭の再生方法として活性炭カラムにエタノールを再循環させる回分式を繰り

返し行う方法が、効率的な再生法と考えられた。
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第6章　活性炭によるプロピオン酸除去を伴ったプロピオン酸菌の高密度培養

6－1　序

プロピオン酸菌の高密度培養を行うには、発酵槽内のプロピオン酸濃度を低く

保っ必要があり、稀釈率が高い湾流培養が有効である。しかし、そのためには多

量の新鮮培地を供給しなければならず、結果として多量の培養廃液が生じる。培

養廃液中の酢酸およびプロピオン酸濾度は、稀釈率が高いほど薄くなり回収が困

難になる。また稀釈率が高いと発酵槽内での滞留時間が短くなるため、基質の利

用率は低くなる。これらの観点から、従来の湾流培養に活性炭カラムを導入し、

培養液からプロピオン酸を除去することで培養液が再利用できるシステムを考案

した。このシステムによればプロピオン酸の除去を活性炭による吸着によって行

うことができるため、新鮮培地の供給による稀釈効果に頼る必要がない。そのた

め稀釈率を低くすることができ、上述のような清流培養の問題点が改善できると

考えられた。そこで本章では活性炭カラムを用いた湾流培養によるプロピオン酸

菌の高密度培養を行い、その結果を従来の湾流培養と比較してその効果について

評価した。さらに、活性炭カラムを用いた濯流培養の問題点についても検討を行

った。

6－2　実験材料および方法

前選養：種菌として　4℃で保存していたライヒマニスラントを用いた。（第3

章と同様）接種は180山の前培養液の入った三角フラスコに行い　30　℃、嫌気状

態でフラスコ培養を　72h行なった。前培養液の培地組成はTable6－1に示した。
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杢度量：培養装置図および培養装置の写実をそれぞれFig．6－1およびPhoto

6－1に示した。本培養は　30℃、Ⅳ2液相通気1／40vvm、撹拝速度150min‾1で

p打を　6．5に自動制御して行った。自動制御においてはアルカリ液として　3Ⅳ

M40Ⅱと　2Ⅳ恥2C03の混合液を用いた。回転型セラミック膜分離装置の回転速度

は1500　rpmとし、プアウリングを防ぐため10　秒毎に　5秒の逆洗が行なわれるよ

うに逆洗ポンプを設定した。供給培地および活性炭カラムの準備に使用した培地

の組成を　Table6－1に示した。第3章で172g／1の高密度菌体が得られた培養に

対し、稀釈牽（培地供給速度）を　5分の1にして培養を達成させるため、供給培

地の各培地成分濃度は5倍に設定した。第5章の吸着実験の結果より、培地成分、

特にCSLが活性炭に吸着されることが明らかである。そこで活性炭の培地成分の

吸着を軽減するため、活性炭1．05kgを詰めたカラムに　CSL濃度を通常の4倍に

した培地を供給して活性炭カラムを作製し、活性炭が培地成分に対して吸着飽和

となるようにした。

Ⅳ2ガスの供給によってリアクター内を嫌気状態にし、前培養液の接種を行い本

培養を開始した。ワーキングボリュームは　2．71とした。40　時間の回分培養の後、

新鮮培地の供給および活性炭カラムへの培地の循環を開始した。セラミック膜に

よって菌体が除かれた培養液は、まずp狂調整槽で5．5Ⅳ塩酸の塩酸を添加するこ

とでpHを　3に調整され、5山／minの流速で活性炭カラムへと送られる。そして、

活性炭カラムで有機酸が除去された培養液は、カラム出口に設置した　pHモニタリ

ング部を通って　pHが測定された後に発酵槽に戻される。また、ワーキングボリュ

ームを一定に保っため、活性炭カラムを通った培養液の一部は、レベルコントロ

ーラーによって制御されたぺリスターボンプによって系外へと排出される。プロ

ピオン酸除去システムとして、このような系を湾流培養に組み入れて高密度培養

を試みた。
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Fig・6－1Schematicnowdiagramofperfusionculturesystem

Withprop10nicacidremoval．A，dischargedwaste；B，alkaline

SOlution；C，medium；D，Peristalticpump；E，N2Cylinder；F，

1evelcontroller；G，PHcontroller；H，nOWmeter；I，fermentor；

J，rOtatingceramicmembranemodule；K，rOllerpump；L，

reversiblepump；M，PHsensor；N，aCtivatedcharcoalpacked

COlumn；0，PHcontroIvessel；P，magneticstirer；Q，reCOrder；

R，aCidsolution；S，PHcontroller．
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Photo6－1Experimentalsetupbrperfusionculturewith

PrOPlOnicacidremovalsystem．
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6－3　結果および考察

活性炭カラムを用いた湾流培養の結果を　Fig．6－2に示した。40bの回分培養の

後、湾流培養を開始した。湾流培養の開始とともに培養ろ液の活性炭カラムへの

供給を一定速度（5ml舟in、稀釈率0．11h‾lに相当）で行った。一方、稀釈率は

初めは0．011h‾1で開始されたが、菌の増殖に伴うグルコース消費速度の増加に

合わせて培地供給速度を増加させた結果、最大で0．034h‾lに達した。活性炭カ

ラムによるプロピオン酸の除去によって、このように低い稀釈率でも菌濃度は増

加し続けた。活性炭カラムの交換はカラム出口のp‡が3に達する前に行った。培

養は290h続けられ、この培養期間を通じてカラムの交換は　9回行われた。その

結果、培養廃液にはほとんど有機酸が含まれておらず、pHのモニタリングによっ

てカラムの破過がほぼ予想できたことが示された。また発酵槽内のプロピオン酸

濃度は約15g／1に抑えることができた。その結果、菌体濃度は157g／1に達した。

セラミック膜の回転速度を1500rpmとした結果、培養期間において膜のフアウリ

ングによるトラブルは起らなかった。

この培養で得られた結果および第3章で述べた湾流培養の結果をTable6－2に

おいて比較した。活性炭によるプロピオン酸除去システムを伴った湾流培養によ

って排出された培養廃液量は14．31であった。この値はワーキングボリュームの

5．3倍に相当し、活性炭を用いなかった湾流培養の3分の1以下であり、活性炭カ

ラムを湾流培養に組み込むことによって稀釈率を低くすることが可能となり、培

養廃液量を大幅に低減することができた。また活性炭によるプロピオン酸除去シ

ステムを伴った湾流培養では、培養において生産された酢酸およびプロピオン酸

を活性炭によって分離回収することができた。活性炭によって吸着された有機酸

はエタノールをカラムに流すことで容易に脱着することができ、これにより活性

炭も吸着能力を　90‡以上回復できることから再利用が可能であることは第5章で

述べた。この培養では9回に渡るカラムの交換において合計10．5kgの活性炭を
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用いた。この内、各回のカラムから乾燥重量で20gの活性炭を取り出し、これら

をカラムに詰めてエタノールによる脱着を行った。脱着方法として、第5章で述

べたようにエタノールを循環させる操作を繰り返し行うことにした。脱着は500

山のエタノールを　24h以上循環させる方式で行い、エタノールを交換すること

により　3回の繰り返し回分操作を行った。これらの3回の脱着操作によって、吸

着された有機酸はほぼ完全に脱着された。これにより得られた有機酸の量から

10．5kgの活性炭に吸着された有機酸の総量を算出した結果、酢酸およびプロピオ

ン酸はそれぞれ　283gおよび898gであった。これらの億を用いて供給したグル

コースあたりの収率（グルコースの利用効率）を算出し、活性炭を用いなかった

濯涜培養で得られた値との比較を行った。Table6－2に示したように、活性炭によ

るプロピオン酸除去システムを伴った濯流培養によって、菌体、酢酸およびプロ

ピオン酸に関してグルコースの利用効率が改善されたことが明らかになった。こ

れは、稀釈率を低く維持できたことによって培地成分の発酵槽内滞留時間が長く

なったためであると考えられる。

6－4　活性炭カラムを用いた湾流培養システムの問題点

上述したように　Fig．6－2の培養においては、プロピオン酸濃度を約15g／1に

抑えることができたにもかかわらず、最終的に得られた菌体濃度は活性炭を用い

なかった湾流培養で得られた菌体濃度を上回ることができなかった。これは培養

時間で100h過ぎから比増殖速度が低下したためである。供給培地の濃度を変え

るなどして行った活性炭を用いた湾流培養4回分、および活性炭を用いなかった

湾流培養2回分の増殖曲線の比較を　Fig．6－3に示した。この図に示された範囲に

おいては、活性炭を用いた湾流培養の増殖曲線はすべてプロピオン酸濃度が

20g／1以下に抑えられており、プロピオン酸による増殖阻害の影響はないと考え

られた。しかし、培養時間100hを過ぎるあたりでの比増殖速度を比較してみる
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と、活性炭を用いた湾流培養での比増殖速度は、活性炭を用いなかった湾流培養

での比増殖速度を下回っていることが明らかである。したがって活性炭カラムを

用いた系においては、何等かの理由で増殖阻害が起きていることが考えられた。

6－5　結論

活性炭によるプロピオン酸除去システムを組み入れた湾流培養により、低い稀

釈率で高密度培養を行うことを試みた。その結果、次のような結論を得た。

（1）活性炭カラムの交換をカラム出口のp拝が　3に達する前に行った結果、培養

廃液にはほとんど有機酸が含まれていなかったことから、班のモニタリングがカ

ラムの破過を予想する有効な指標になり得ることが示された。

（2）活性炭によるプロピオン酸除去システムを伴った漂流培養によって低い稀

釈率で高密度培養を行うことが可能であり、清流培養による高密度培養での培養

廃液量を大幅に低減することができることが明らかになった。

（3）活性炭によるプロピオン酸除去システムを伴った湾流培養では、生産され

た有機酸は活性炭によって分離回収された。活性炭によって分離された有機酸は

エタノールにより簡単に脱着することができた。

（4）活性炭によるプロピオン酸除去システムを伴った湾流培養では、低い稀釈

率で高密度培養が可能である。これにより培地成分の発酵槽内滞留時間が長くな

り、従来の高い稀釈率の湾流培養と比較して培地成分の利用効率が改善されるこ

とが明らかになった。

（5）活性炭によるプロピオン酸除去システムを伴った濯流培養では何等かの増

殖阻害が認められ、培養時間の経過にともない従来の濯流培養よりも菌の比増殖

速度が低下することが分かった。
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第7章　　総　括

本論文は、ビタミンB12生産菌として用いられているプロピオン酸菌の効率的

な高密度培養プロセスの確立を目的として研究を行ったものである。生産物阻害

を伴う発酵における生産性を改善する培養法として、膜分離を用いた湾流培養が

様々な発酵に応用されているが、膜分離におけるプアウリングの問題および効率

的な培養という観点において未解決の問題が残されている。そこで本研究では、

プアウリングを効果的に防ぐため、回転型セラミック膜分離装置を試作して湾流

培養に応用した。また湾流培養における高い稀釈率の必要性を排除するため、湾

流培養に増殖阻害物質の除去システムを導入することを提案し、プロピオン酸菌

の湾流培養に活性炭カラムによるプロピオン酸除去システムを組み入れ、低い稀

釈率で高密度培養を行うことを試みた。

第1章では、分離を伴う培養に関する既往の研究において、菌体の分離方法と

して利用される膜分離と、生産物の分離方法として利用される溶媒抽出および吸

着に関して現状と問題点について紹介し、本研究の意義を明らかにした。

第2章では、湾流培養における膜分離装置として試作した円筒状の膜を回転さ

せるタイプの膜分離装置である回転型セラミック膜分離装置のろ過特性について

検討を行った。従来の回転型ろ過装置は、膜面とハウジングとの隙間を狭くする

ことにより生じるテイラー渦流を利用してケーク層やゲル層などの付着層を膜面

から掃流するものであった。しかし、このような回転型ろ過装置は、膜面とハウ

ジングの間隙が狭い精密な構造を必要とするため製作コストがかかり、膜面とハ

ウジングの接触による事故の危険性があった。そこで本研究では、膜面掃流に必

要なせん断応力を作用させることができればテイラー渦流は必ずしも必要ではな

いと考え、膜面とハウジングの間隙が大きい回転型ろ過装置を試作した。分離膜

として、微生物の培養に応用が可能な性質（耐熱性、耐薬品性、耐腐食性）を備
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えているセラミック膜を選択した。試作した回転型セラミック膜分離装置につい

て基礎データを得るために、培養を想定した条件下でろ過実験を試みた。実際の

培養系では、菌の好気性、嫌気性によらず培養液中に酸素、窒素および二酸化炭

素等の気泡が存在するため、気泡がろ過に及ぼす影響について検討を行うことが

必要であると思われた。そこで通気系および無通気系において、パン酵母懸濁液

を用いたろ過実験を行ったところ興味深い結果が得られた。無通気系においては、

1300rpm以上の膜回転速度によって膜面のケーク層は掃流されたが、ゲル層は掃

流されないで残った。これにより必要なせん断応力を与えれば、テイラー渦流が

無くてもケーク層が掃流されることが明らかになった。一方、通気系においては、

2500r印の膜回転速度においてもケーク層は掃流されないで残り、ケーク層の掃

流効果が低減された。しかし見かけ上は通気系の方が無通気系に比較して膜面に

ケーク層等の付着層が多く観察されるにもかかわらず、得られる透過流束は、通

気系の方が大きいことが分かった。これは通気系で形成される付着層のろ過抵抗

が小さいことを示しており、遠心力によって膜面に集まる気泡の働きでケーク層

の庄密化が抑制されるためと考えられた。通気系においてこのような気泡の効果

が期待できることによって、回転型セラミック膜分離装置が培養系への応用に通

していることが示唆された。また通気系では、ろ過圧力の効果が低減されたこと

から、気泡がろ過圧力にも影響することが明らかになった。回転型セラミック膜

分離装置の実用性を確認するために、生産物阻害を伴う発酵の一つである野性型

の⊆9rynebacterium glutamicunを用いたリジン発酵に回転型セラミック膜分離装

置を用いて高密度培養を試みた。この結果150時間の培養期間において膜のプア

ウリングによる問題は起きず、120g／1の高密度菌体が達成された。これにより、

回転型セラミック膜が湾流培養による高密度培養を達成するのに十分なろ過性能

を持つことが確認された。

第3章では、生産物阻害を伴う微生物の高密度培養プロセスの開発として、プ

ー162－



ロピオン酸菌の一種であり、ビタミンB12生産菌の一つとして用いられている

Propionibacterium freudenreichiiの高密度培養を効率的に行うシステムの開発

に着手し、回転型セラミック膜分離装置を用いた濯流培養を行った。まず初めに

半回分培養を行いプロピオン酸による阻害を確認したところ、プロピオン酸濃度

が約30g／1になると菌の増殖は全く期待できないことが分かった。プロピオン酸

による増殖阻害を低減するため、回転型セラミック膜分離装置を用いた清流培養

を行ったところ、稀釈率を最大で0．124vvhまで高めた湾流培養によって半回分

培養で得られた菌体濃度の10．3倍に相当する172g／1の高密度菌体が得られた。

しかし、その一方でワーキングボリュームの16．7倍に相当する　451もの未利用

培地成分を含んだ培養廃液が生じた。これにより、湾流培養によってプロピオン

酸菌の高密度培養を行うためには、プロピオン酸濃度を阻害レベル以下に保つた

めに高い稀釈率が必要であり、これによって菌体の高密度化は行えるが、供給し

た基質当りの生産性っまり培地成分の利用効率が低下することや多量の培養廃液

が生じる点において効率的ではないと考えられ、問題が残されていることが明ら

かになった。また回転型セラミック膜分離装置を用いたプロピオン酸菌の高密度

培養において、膜の逆洗操作の有無にかかわらず、菌体濃度が160g／1程度に達

すると膜のプアウリングが生じて稀釈率（3．78×10‾6m／S以上の透過流束）を維

持できなくなった。これは菌体の高密度化によるろ過抵抗の増大によって膜透過

流束が制限されたためと考えられ、回転型セラミック膜分離装置によるろ過の限

界であると判断された。

第3章の結果より、プロピオン酸菌の湾流培養において高い菌体濃度を効率的

に得るには培養システムの改善が必要であると考えられた。湾流培養において排

出される培養ろ液から、選択的に増殖阻害物質（プロピオン酸）を除去すること

ができれば、培養ろ液を培養槽にリサイクルすることによって排出される培養廃

液量を低減することができる。これにより低い稀釈率で高密度培養が行うことが
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可能となり、培地成分の発酵槽内滞留時間が長くなることによって培地成分の利

用効率も改善されると考えられた。このようなシステムを確立するためには、ま

ずプロピオン酸の選択的な除去法を確立しなければならない。そこで第4章では、

プロピオン酸の除去方法として、溶媒抽出および吸着法について検討を行った。

培養でのp椚ま6．5であるが、このような中性条件下で有機酸の回収を行った例は

少ない。これは中性においては、プロピオン酸が解離状態っまり陰イオンとして

存在しているためである。そこで陰イオン交換体が通していると考えられ、吸着

剤の候補の一つに加えて検討を行った。溶媒抽出においてはp‡が高くなるに従っ

て分配係数が小さくなる傾向が得られた。これにより溶媒抽出は非解離型のプロ

ピオン酸に対しては有効であるが、州が高くプロピオン酸が解離型で存在する場

合には適用できないことが明らかになった。一方州を中性としたプロピオン酸水

溶液を用いた吸着実験においては、陰イオン交換体であるResin AGl－X8が最も

大きな吸着量を示した。しかし培地成分を含むモデル培養液による吸着実験にお

いては培地成分による影響が大きく、Resinの吸着容量は水溶液系での60％以下

となることが分かった。これはプロピオン酸イオンを分離するためには、陰イオ

ン交換基が最も選択性の低いOH■でなければならないためであり、イオン交換基

の選択性が低いために培地成分の影響が大きくなると考えられた。また、モデル

培養液において使用したResinの再生は、水酸化ナトリウムだけでは行えず、エ

タノールによる再生操作によって80篤までイオン交換容量が再生された。これは

イオン交換作用ではない作用で培地成分がResinに吸着し、これがイオン交換容

量にも影響を及ぼしていることを示している。これにより　Resinは実用的ではな

いと判断し、中性条件においてプロピオン酸を分離することは断念した。吸着実

験の結果より、培養系に通していると考えられた吸着剤は活性炭であった。pH3

での活性炭のプロピオン酸吸着量は、モデル培養液においても十分に大きな値で

あり、エタノールによる再生によって吸着容量が90％以上再生されることから、
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プロピオン酸の除去システムとして、培養ろ液の州を低く調整して活性炭を吸着

剤として用いることにした。

活性炭による有機酸の吸着においては、中性条件下での吸着についてはほとん

ど検討されていない。また、第4章では非解離型の有機酸の吸着が見られるなど

吸着機構に関しては不明な点が多い。そこで第5章では、活性炭による有機酸の

吸着機構を明らかにするため、錆長の異なる有機酸として酢酸、プロピオン酸お

よび酪酸を用いた吸着実験を行い、吸着された有機酸を解離型と非解離型に分け

て整理することを試みた。その結果、有機酸の吸着機構に関して次のようなこと

が明らかになった。有機酸の頼長にかかわらず、解離型より非解離型の有機酸の

方が吸着されやすい。解離型および非解離型にかかわらず、有機酸の吸着は培地

成分の影響を受け吸着量が減少する。また解離型および非解離型にかかわらず、

錆長が長い有機酸ほど吸着量が大きくなる。これは吸着機構が親水的な作用であ

ると考えられる非解離型の有機酸においても、疎水性が大きい方が吸着されやす

いことを示している。有機酸を二つ組み合わせた二成分系での吸着特性の検討を

行った。その結果、酢酸、プロピオン酸および酪酸の中から組み合わせた二成分

溶液を用いた吸着においては、培地成分の有無にかかわらず選択係数はほぼ一定

であることが分かった。また非解離型の有機酸よりも、解離型の有機酸の吸着の

方が選択係数が大きくなった。これは、非解離型の有機酸より親水性であるはず

の解離型の有機酸の方が、疎水性の影響が顕著に表れることを示している。活性

炭カラムによるプロピオン酸除去システムを培養系に応用する際に必要なカラム

交換時期の予測について検討を行った。培養系においては、吸着機構が同じと考

えられる酢酸およびプロピオン酸が同時に存在するため、吸着平衡式においては

一方の存在を無視することはできないと考え、二成分系の吸着平衡式を求めた。

活性炭カラムの破過曲線の数値計算を行うために吸着理論を適用した物質収支に

基づく基礎式を求め、パーソナルコンピューターによる数値計算プログラムを作
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製した。まずプロピオン酸が単独で存在する場合、つまり単成分系の破過曲線を

シミュレートする計算プログラムを作製し、シミュレーションの結果を実測値と

比較したところ、ほぼ一致した。そこで単成分系の計算プログラムを参考にして

二成分系の吸着平衡式を用いた計算プログラムを作製し、シミュレーションの結

果と実測値との比較を行ったが、正確なシミュレーションは行えなかった。この

主な原因として培養液中に含まれる炭酸ガスがカラム内に気泡として蓄積してし

まうことや、班の調整に用いられる塩酸の影響が大きいことが考えられた。また

平衡状態で測定された二成分系の吸着平衡式が、カラム内で起きている置換吸着

現象を反応速度的な面でフォローできていないことが考えられた。これらのこと

により、数値計算による正確なシミュレーションを行うには、さらに培養に付随

する因子について検討を行なう必要があると思われた。しかしながら、カラム出

口のp耳がカラムの破過にともなって変化することが明らかになった。カラム出口

p耶ま有機酸の破過を反映しており、カラム出口のpHのモニタリングが、カラム

の交換時期を判断する指標として有効であることが分かった。最後に、活性炭の

再生について検討を行った。その結果、用いた系が水溶液系および培養液系に関

わらず、エタノールやアセトンによる再生操作によって吸着容量が90％以上再生

できることが明らかになった。再生操作としては、活性炭カラムにエタノールを

再循環させる回分操作を繰り返し行なう方法が効率的であると判断された。

第6章においては、活性炭カラムによるプロピオン酸除去システムを組み入れ

た濯流培養を行い、低い稀釈率で高密度培養を行うことを試みた。活性炭カラム

によるプロピオン酸の除去によって、低い稀釈率においてもプロピオン酸濃度を

抑えることが可能であった。カラム出口のpⅡを指標として活性炭カラムの交換を

行ったところ、培養廃液中には有機酸はほとんど含まれておらずカラム出口の

p‡のモニタリングが有効であることが示された。この培養によって菌体濃度は

157g／1に達したが、活性炭カラムを用いない湾流培養での値を上回ることはでき
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なかった。活性炭カラムを用いた培養においては、培養後期の比増殖速度が減少

しており、何等かの増殖阻害が起きていると考えられた。一方、培養期間を通じ

て生じた培養廃液量は、活性炭カラムを用いない従来の湾流培養の3分の1以下

で、ワーキングボリュームの5．3倍に相当する14．31であり、活性炭カラムによ

るプロピオン酸除去システムが培養廃液の低減に有効であることが示された。ま

た、低い稀釈率による発酵槽内滞留時間の延長により、培地成分の利用効率にお

いても改善が見られた。これらの結果により、湾流培養に増殖阻害物質除去シス

テムを取り入れることにより、低い稀釈率で高密度培養を行なうことが可能とな

ること及びその有効性が示された。

培養廃液は一般的に高濃度の有機物を含有し色度も高いため、その処理には相

応のコストと時間がかかる。培養廃液処理にかかる時間とコストを低減するには

生じる培養廃液量を減らすことが最も効果的であり、本研究において低い稀釈率

によって培養廃液量を低減できたことは、発酵生産にかかるコストの削減に効果

的である。また、活性炭によるプロピオン酸の除去操作は、高密度培養を行いな

がら同時に酢酸およびプロピオン酸を培養液から分離回収する操作でもある。活

性炭からの有機酸の脱着はエタノール等を使用することで簡便に行え、エタノー

ルからの有機酸の分離も減圧蒸留によって行えることが確認できている。したが

って、活性炭に吸着された有機酸の分離精製操作は簡便であると考えられ、プロ

ピオン酸菌の湾流培養に活性炭によるプロピオン酸除去システムを組み入れるこ

とは、生産された有機酸を副生産物として利用する上で大きなメリ、ソトとなる。

これらに加えて基質の利用効率が改善される点から、活性炭によるプロピオン醸

除去システムを組み入れることで、プロピオン酸菌の高密度培養を経済的に効率

良く行うプロセスが達成され、実用化の可能性が切り開かれたと言える。本研究

では行わなかったが、プロピオン酸除去システムは回分培養や半回分培養にも応

用が可能であり、菌体濃度および生産性の改善が期待できる。プロピオン酸除去
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システムを用いた発酵プロセスのスケールアップにおいては、膜分離が問題にな

ることが予想されるが、膜材質を近年開発が進んでいる軽量のステンレス製にす

ることなどで膜分離のスケールアップを図ることができると考えられる。また、

プロピオン酸除去システムによってリアクターボリューム当りの生産性を高めら

れることから、従来と同じ生産量を確保するのに必要なスケールは小さくて済む

利点があり、スケールダウンが可能となる。

本研究における残された問題としては、第5章における二成分系の破過曲線に

関して数値計算による正確なシミュレーションを行なうためには、培養に付随す

る国子の影響として、気泡が蓄積することによるカラム内の流動状態の変化や

囲調整槽で漆加される塩酸が活性炭による有機酸の吸着に及ぼす効果についてさ

らに検討を行うことが必要であることが明らかになった。第6章では、活性炭を

用いた培養系において、活性炭を用いない系と比較して培養後半に比増殖速度の

低下が見られることが分かり、課題として残されている。この増殖阻害の原因と

しては、明確ではないが、塩酸の添加に伴うリアクター内塩濃度の増加が考えら

れる。増殖阻害の原因を明確にして比増殖速度を改善することができれば、培養

時間の短縮が期待できるため、さらに効率的に高密度培養が行えるプロセスを確

立することができると考えられる。
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Appendixl．粒内拡散係数の計算プログラム

l＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊筆書＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊♯＊＊＊＊♯＊♯＊＊＊＊＊＊＊＊♯＊＊＊＊♯＊＊■暮＊★＊＊＊＊＊霊

，♯＊♯　DIFFUSION COEFFICIENTINSIDE PARTICLE SUSPENDED IN　■♯事

，♯＊♯　PERFECT－MIXED LIQUID　（LANGMUIR TYPE ADSORBENT）　　＊＋■

’＊＊＊　ACTIVATED CARBON VS．PROPIONIC ACID　　　　　　　　　　　　　　■■＊

’＊＊＊　　　　BY K．NAKANO APR　　8，　1994　　　　　　　　　　　＊＊＊

l＊＊＊♯＊＊＊＊＊書手＊＊＊★♯＊＊＊＊＊＊＊■＊＊＊＊＊＊♯＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊♯＊＊＊＊＊本書＊＊■半本■＊＊

CHAIN MERGE’一B：GRAPH－N．BAS’’．110，ALL

，＝＝＝＝＝＝　READ OF MEASURED VALUES　＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝

READ NDATA：，NUMBER OF MEASURED VALUES

DATA13
READ CO：，INITIAL CONCENTRATION IN SOLUTION

DATA16．04

DIM T（NDArrA），C（NDATA），CDATA（NDATA）
FOR I＝l TO NDATA

READ T（I），C（I）

CDATA（Ⅰ）＝C（I）／CO

NEXT I

DATA O．16．04，5，15．03，10，14．30，15，14．16，20，13．76，30，13．29，45，13．09

DATA　60，12．55，90，11．68，120．11．01，180．10．54．300．9．80，600，9．46

，＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝　SET OF CONDITIONS FOR CALCULATION　＝＝＝＝三三二＝＝＝＝＝＝＝

READ

40　　DATA

50　　READ

O
 
N

M
3
M

，DIVIDING NUMBER IN RADIUS DIRECTION

，pARAMETER FOR PRINT

60　　DATA　2

70　READ R：’coNSTANT DEFINED BY DT／DRA2

80　　DATA O．17

90　READ TL：’END TIME OF CALCULATION

OO DATA　650

0　’＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝　　READ OF EXPERIMENTAL CONDITrONS　　＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝

340　READ VL，WS．PR：’LIQUID VOLUME．BEADS VOLUME AND PARTICLE RADIUS

350　DATA　9．10E－04，5．00E－02．4．08E－03

360　READ DS：’DIFFUSION COEFFICIENT

370　　DATA　8．50E－09

380　’＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝　CALCULATION OF CONSTANTS＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝

390　BETA＝WS／VL

400　DR＝1／M：DT＝R＊DRへ2；，INCREMENT OF R AND T

410　’＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝　PRINT OF DATA AND CONSTANTS　＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝

420　A＄＝…　＃＃．＃＃＃＃▲▲…　一一：C＄＝”【mol／m｛3】”

430　LPRINT’●　　　　　T C C／CO”

440　LPRINT H　　　【min］　　lmol／mA3】　　　　［－］．’：LPRINT

450　　FOR I＝l TO NDATA

460　LPRINT USING’’“＋A‡＋●I H＋A＄十”一●＋A＄；T（Ⅰ），C（Ⅰ），CDATA（Ⅰ）

470　　NEXT I　：LPRINT

480　LPRINT USING”　　　　M＝　＃＃＃　MN＝　＃＃＃＃　一■；M；MN

490　LPRINT USING　■■　　　　DT＝l’＋A＄十．’DR＝　‖＋A＄十■■TL＝”＋A＄；DT；DR；TL

500　LPRINT　●●　　　vL＝　■■；VL；■llmへ3】l’；H ws＝　●一；WS；‖【kg】‖；一’pR＝　‖；PR；一■【m】‖

510　LPRINT USING’’　　　DS＝　＃＃．＃＃＃＃A＾＾＾【mA2／min】”；DS：LPRINT

520　’＝＝＝＝＝＝＝＝＝ここ＝＝　PREPARATION OF FIGURE（CALL SUBRUTINE GRAPH－N）＝＝＝＝＝

530　　WXl＝0：WYl＝．4：WX2＝650：WY2＝1

540　　SXl＝70：SYl＝300：SX2＝510：SY2＝10

550　　DX＝30：DYコ．1：NXS＝2：NYS＝1

560　XAXIS＄＝HTINE【min】’’：YAXIS＄＝’一C／CO　卜】．’

570　　GOSUB lOOOO

580　’＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝　PLOT OF MEASURED VALUES　＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝三

590　　FOR I＝1TO NDATA

600　X＝FNX（T（Ⅰ日：Y＝FNY（CDATA（Ⅰ））

610　’cIRCLE（X，Y），4：PAINT（X，Y）

620　　NEXT I

630　，＝＝＝＝＝三三＝＝＝＝　CALCULATION　＝＝＝＝＝＝こ＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝

640　DIM YQ（M＋1），YYQl（M＋1），YYQ2（M＋l），YYQ（M十l）

650　’＝＝三＝＝＝＝＝三＝三三＝　SET OF INITIAL VALUES　＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝

660　FORI＝O TO M－1：YQ（Ⅰ）＝0：NEXTI

670　YQ（M）＝1！

680　，＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝　START OF CALCULATION　＝＝＝＝＝ここ＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝

690　　FOR I＝1TO M－1

700　YYQ（I）＝R＊（ト1／Ⅰ）＊YQ（ト1）＋（ト2＊R）＊YQ（Ⅰ）＋R＊（1＋1／Ⅰ）■YQ（Ⅰ十1）
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710　　NEXT I

720　YYQ（0）＝6■R■YQ（1）＋（ト6■R）♯YQ（0）

730　D＝（3■DT＊BETA）／（2本DR）

731　Å＝．0093　’QO／CO

733　B＝．754　　　－　1－k

734　C＝．246　　　，k

740　YYQ（M）＝YQ（M）－3＊BETA＊DT＊A／2／C／DR＋（1－B＊YQ（M））＾2＊（3＊YQ（M）－4＊YQ（M－1）＋YQ（山一2））

750　FORI＝O TO M：YQ（Ⅰ）＝YYQ（Ⅰ）；NEXTI

760　J（＝K＋1：TT＝TT＋DT

770　IF K MOD MN　＜＞0　THEN　690

780　XC三C♯YQ（M）／（1－8＊YQ（M））

790　RT＝TT＊PRA2／DS

800　Ⅹ＝FNX（RT）：Y＝FNY（XC）

810　PSET（X，Y）
820　IF RTくTL THEN　690

830　　COPY　2
840　　END
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Appendix2．　単成分系における破過曲線の計算プログラム

1　　　　，＊＊＊■＊■＊＊＊♯♯♯＊＊＊■＊＊＊■＊♯＊＊＊＊＊＊♯＊■＊＊＊＊＊＊＊＊♯＊■＊■尊書■■■暮■＊＊＊■■♯♯＊■＊＊＊＊

2　　　　’■＊＊♯　　　ESTIMATION OF BREAK THROUGH CURVE IN PACKED BED　　　　＊＊事事

3　　　，■＊＊＊　DIFFUSION MODEL／LOW REYNOLDS NUMBER／LANGMUIR ADSORPTlON　暮l事

4　　　　’■＊＊＊　　　　　　　　BY K．NAKANO APR　27，　1994　　　　　　　　　　＊■＊

5　　　　　●＊＊＊＊＊■＊＊＊＊＊＊＊♯＊＊＊ヰ■＊＊＊＊■＊♯＊■♯■■■＊1日l＊■＊＊＊♯＊＊■■＊1日l＊■■■＊■■■本書＊■♯＊■＊

100　CHAIN MERGE HB：GRAPH－N．BAS…，110，ALL

lO5　SCREEN　3

’＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊　EXPERIMENTAL CONDITION　＊♯★＊＊♯＊♯■＊♯＊＊♯♯♯本書＊■＊暮■♯

PE＝．5　．’pEKURE NUMBER【一】

RA＝．00408　　’RADIUS OF ADSORBENT rm】

DF＝5．8E－09　　’DIFFUSION CONSTANT OF PROPIONIC ACID MOLECULE【m〈2／S］

DS＝1．42E－10　　’SuRFACE DIFFUSION CONSTANT EmA2／S】

Klこ．0315　　　’LANGMUIR CONSTANTIN MEDIUMlmA3／mol】

QM＝3．43　　’MAXNAM ADSORVED QUANTITY【JT）Ol／kg】

U＝．0000159　　　’LINEAR VELOCITY OF COLUMN【n／S】

ZM＝．26　　’BED HEIHGT【n］

GAM＝445　　　　　’pACKED DENSTY【kg／m〈3】

EPS＝．366：’RATION OF EMPTY　卜】

VIS＝．000802：’vISCOSITY OF WATER【Pa・S］

DEN＝1000　　　　’DENSTY OF WATER tkg／m3】

O CO＝270　　　　　　’pROPIONIC ACID CONC．IN FEEDlJDOl／mA31

O AV＝3＊（1－EPS）／RA：’spECIFIC SURFACE AREA rmA2／mA3】

O RE＝2＊RA＊U＊DEN／EPS／VIS：’REYNOLDS NUMBER卜】

O DL＝2■RA＊U／EPS／PE：’MIXED DIF．CONSTANT OF TANGENTIAL TO CENTER【mA2／sl
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KF＝1．09＊U／EPS♯（2＊RA＊U＊DEN／VIS）〈（－2／3）＊（VIS／DEN／DF）＾（－2／3）：’lzzl／S】

KS＝15＊DS＊GAM／RA〈2／AV：’【kg／mA2・S］

A＝QM＊Kl／（1十Kl＊CO）：’QO／CO rmへ3／kg】

K2三1／（1＋Kl♯CO）

KKF＝1／1．15／（1／KF＋l／A／KS＋2＊RA＊AV／PE／U）：’rm／S】

’■＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊♯＊＊＊＊＊筆書＊　PARAMETER OF CALCULATION　＊＊＊＊＊■＊■＊＊＊＊本書＊＋■暮■＊■

E＝．000001

DT三．002

LAl＝．005

DZ＝DT／LAI

LA2＝LAl／DZ

OM＝1．1

RJH＝ZM＊KKF＊AV／U／DZ

IF RJM」NT（RJM）＞＝．5　THENJM＝INT（RJH）＋l ELSEJM＝INT（RJM）

B＝EPS／GAM

C＝EPS＊DL＊KKF＊AV／U〈2

K3＝DT♯（K2－1）／2／A

K4＝DT＊K2／2／A

’＊＊筆書■＊＊＊＊＊＊＊＊　READ OF MEASURED VALUES　＊＊＊＊♯＊＊＊■＊嶋＝l＊筆書■＊＊＊＊＊＊■■事事■＊＊事事事■

n
U
 
A
 
D
 
T

A

 

T

＝

M

 

R

 

A

 

X

E
 
A
 
I
 
O
 
E
 
E

R
 
D
 
D
 
F
 
R
 
N

A
 
A

T
 
T

A
 
A

D
 
D

NDATA：■　NUMBER OF MEASURED VALUES

12

T（NDATA），C（NDATA），D（NDATA），G（NDATA），S（NDATA）

Tl TO NDATA（Ⅰ），C（Ⅰ）

1

19，0．005，21．5．0．005．23．5．0．009，26，0．034，28．0．136，29，0．266，

30，0．382，31，0．594，32，0．707．34．0．872，36．0．961，37．5．0．989
FOR I＝1TO NDATA

’READ T（Ⅰ），D（Ⅰ）

NEXT I

DATA

FOR I＝1TO NDATA

’READ S（Ⅰ），G（Ⅰ）

NEXT I

DATA

439’＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊　PREPARATION OF FIGURE（CALL SUBRUTINE GRAPH－N）＊書目＊＊＊■＊＊♯

440　WXl＝0：WYl＝0：WX2＝60：WY2＝1！

441SXl＝70：SYl＝300：SX2＝510：SY2＝10

442　DX＝6：DY＝．1；NXS＝2：NYS＝2

443　XAXIS＄＝’’Timelhourl一●：YAXIS＄＝’’C／COl－］“

444　GOSUB lOOO0
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445，■■事■■■■♯＊＊＊♯＊＊＊♯＊＊＊　PLOT OF MEASURED VALUES　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

446　FOR I＝l TO NDATA

447　X＝FNX（T（Ⅰ））：Y＝FNY（C（Ⅰ））

448　CIRCLE（X，Y），4；PAINT（X，Y）
440　NEXT I
450　FOR I＝l TO NDATA

451X＝FNX（T（Ⅰ））：Y＝FNY（D（Ⅰ））

452’cIRCLE（X，Y），4

453　NEXT I

454　FOR I＝l TO NDATA

455　X＝FNX（S（Ⅰ））：Y＝FNY（G（Ⅰ））

456’cIRCLE（X，Y），2：PAINT（X，Y）

457　NEXT I

458　－■＊＊＊＊♯＊＊書＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊♯＊　DIMENSION　＊■＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊尊書＊

9

0

0

0

0

1

2

3

0

0

1

2

3

0

0

0

0

4

0

0

0

0

0

0

0

0

5

0

0

0

0

0

0

5

0

5

0

5

6

7

0

0

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

5

6

7

8

3

3

3

3

4

5

5

5

5

6

↑

8

9

0

1

2

3

4

5

6

7

8

8

9

0

1

2

3

4

4

5

5

6

6

6

6

7

8

8

9

0

1

2

1

2

3

4

5

4

4

4

4

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

7

7

－

－

7

7

7

7

7

－

－

－

7

7

－

7

8

8

8

9

9

9

9

9

DIM Y（J叶），YK（JM）．YKO（JM）．X（JM＋1）．XK（JM＋1），XKO（JM十日
DIM XS（JM），XSK（JM），XSKO（JM），BY（JM），BX（JM）

’■♯■■■＊貴書嶋‖■＊筆書筆書＊＊■＊＊＊＊INITIAL VALUE　＊＊＊♯＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊♯＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊♯

FOR J＝l TO JM

XS（J）＝O

NEXT J

FOR J＝O TO JM

（X J）＝0

NEXT J

FOR J＝l TO JM

KSX （J）＝0

NEXT J

XKO（0）＝2＊DZ／（2＊DZ＋3＊C）

FOR J＝l TO JM

XKO（J）＝O

NEXT J

l
二N

 
I

’日暮＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊　BY（J），BX（J），BX（JM）＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊♯＊

FOR J＝l TO JM

BY（J）＝X（J）－XS（J）＋2＊A／DT＊XS（J）／（K2＋（1－K2）＊XS（J））

NEXT J

FOR J＝l TO JM－l

BX（J）＝（2♯C＊LA2－LAl）＊X（J＋1）＋（4＊8－4＊C■LA2－2＊DT）＊X（J）

＋（2■C＊LA2＋LAl）＊X（J－1）＋2＊DT＊XS（J）

NEXT J

BX（JM）＝（2＊B－2事C＊LA2－DT）＊Ⅹ（JM）＋2＊C＊LA2＊X（JM－1）＋DT＊XS（JM）

L＝0

’■■＊＊＊＊＊＊＊事♯＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊　　XK（0）　　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

XK（0）＝OM／（2＊DZ＋3＊C）＊（4＊C＊XKO（1）－C＊XKO（2）＋2＊DZ）－（OM－1）＊XKO（0）

IF ABS（XK（0）－XKO（0））＞＝E THEN L＝l

XKO（0）＝XK（0）

J＝1

’＊＊＊＊■■■＊＊＊＊♯＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊　　　YK（J）　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

XSK（J）＝OM／2／K3＊（K3＊XKO（J）十K3＊BY（J）＋K4＋トSQR（（－K3＊XKO（J）－K3＊BY（J）－K4－1）

＊（－K3■XKO（J）－K3＊BY（J）－K4－1）－4＊K3＊K4＊（XKO（J）＋BY（J））））－（OM－1）＊XSKO（J）

IF ABS（XSK（J）－XSKO（J））＞＝E THEN L＝l

XSKO（J）＝XSK（J）

’■♯★■＊■■＊＊＊＊＊♯＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊　JUDGE OF EXIT OF COLUMN　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

IF J＝JM GOTO lO30

’事＝■■♯■手書■⇒＊＊♯＊＊＊＊＊＊＊♯＊＊　　　XK（J）　　＊＊＊事＊＊＊＊＊＊＊＊＊本書＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

XK（J）＝OM／（4♯B十4＊C＊LA2＋2＊DT）＊（（2＊C＊LA2－LAl）＊XKO（J＋1）＋（2＊C＊LA2十LAl）
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0
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0

1
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1
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3

4

5
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7

8

1

1

1

2

3
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5

6

6

7

5

6

7

8

9

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

1

1

1

1

1

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

9

9

9

9

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

♯XKO（J－1）＋2♯DT＊XSKO（J）＋BX（J））－（OM一日＊XKO（J）

IF ABS（XK（J）－XKO（J））＞＝E THEN L＝l

XKO（J）＝XK（J）

IF J＝JM GOTO lO20

J＝J＋l

GOTO　780

’HH■■＊＊＊筆書＊十日＊＊＊＊＊十十♯　　　XK（JM）　　　■＊＊＊♯＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊：

XK（JM）＝OM／（2■B＋2＊C＊LA2＋DT）＊（2＊C＊LA2♯XKO（JM－1）＋DT＊XSKO（JM）

＋BX（JM））－（OM－1）＊XKO（J）

IF ABS（XK（JM）－XKO（J））＞＝E TH寧N L＝l

XKO（J）＝XK（JM）

’■暮■■＊■■■■＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊　JUDGE OF LIMITTING　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊■＊＊＊＊＊

FOR J＝O TO JM

IF ABS（XK（J））＞＝1．1THEN STOP

NEXT J

IF L＝O GOTO1210　ELSE　720

，事象＊＊＊＊＊＊■＊♯＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊　OUT PUT OF T XK（J）　　＊＊＊＊＊♯＊＊＊＊＊＝＊＊＊＊＊

T＝N■DT＊GAM／KKF／AV／60へ2

RT三T

PRINT’■T＝’■；T；■■（h）l’；

FOR J＝O TO JM STEP I

PRINT XK（J）；
NEXT J

PRINT XK（JM）

IF N＝lHNT（N／1）GOTO1230　ELSE1270

XC＝XK（JM）：RT＝T

LPRINT HT＝●’；T；l’＃＃＃＃XK（JM）＝”；XK（JM）；’’＃＃＃＃＃’’

Ⅹ＝FNX（RT）：Y＝FNY（XC）

CIRCLE（X，Y）．1，2：PAINT（X，Y）‥2

，♯＊★＊■■■＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊♯＊JUDGE OF FINAL CONC．＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊■＊＊＊＊

IF XK（JM）＞＝．99　THEN1365　ELSE1311

，＊■♯＊＊＊＊＊＊■＊＊＊＊＊＊＊＊＊★＊＊＊＊＊　NEXT TIME PREPARATION　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

FOR J＝1TO JM

XS（J）＝XSK（J）

NEXT J

FOR J＝O TO JM

X（J）＝XK（J）

NEXT J

N＝N＋l

GOTO　　640

COPY　2

END
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Appendix　3．二成分系破過曲練の計算プログラム

1　　　　，■■■■♯■■★■■♯♯＊＊♯♯♯★♯＊♯＊＊＊＊＊＊♯♯■＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊■＊＊＊＊

2　　　　’■事■■　　　ESTIMATION OF BREAK THROUGH CURVE IN PACKED BED　　　　＊＊＊＊

3
　
4
　
5

’■＋■暮　DIFFUSION MODEL／LOW REYNOLDS NUMBER／LANGMUIR ADSORPTIOM　著書＊

’＊＊＊■　　　　　　　　　　　　　　　　　BINARY SYSTEM　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊＊＊

’■■★■　　　　　　　　BY K．NAKANO APR　27．　1994　　　　　　　　　　＊＊＊

6　　　　　’事手書＊＊■＊♯＊■筆書書＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊十本＊＊＊♯＊■＊＊＊＊＊＊＊■＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊♯

100　CHAIN MERGE HB：GRAPH－N．BASH．110，ALL

lO5　SCREEN　3
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0
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0

0

0
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8

9

9

9

9

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1
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2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

’＊書手＊書手★＊＊＊★★＊＊＊＊＊★　EXPERIMENTAL CONDITION　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

PE＝．5　　’pEKURE NUMBER　卜】

RA＝．00408

DF＝5．8E－09

DSP＝1．42E－10

DSA＝2．08E－10

KP＝．031

KA＝．014

QMP＝2．84．：’

QMA＝1．98：’

U三．000011

ZH＝．305　　　’

GAM＝416

’RADIUS OF ADSORBENT rm］

’DIFFUSION CONSTANT OF PROPIONIC ACH）NOLECULE【TllA2／S】

’SURFACE DIFFUSION CONSTANT OF PROPIONIC【m〈2／S】

’SuRFACE DIFFUSION CONSTANT OF ACETIClnA2／S】

’LANGMUIR CONSTANT OF PROPIONATE【mA3／mol】

’LANGMUIR CONSTANT OF ACETATE　【m｛3／mol］

MAXMAM ADSORVED QUANTITY OF PROPIUONIC rmol／kg】

MAXMAM ADSORVED QUANTITY OF ACETIC【mol／kg】
’LINEAR VELOCITY OF COLUMN【tn／S】

BEDltEIHGT【m】

’pACKED DENSTYlkg／m〈3j

EPS＝．36：’RATION OF EMPTY【－】

VIS三．000802：’vISOSITY OF WATER【Pa・SI

DEN＝1000　　　　’DENSTY OF WATER【kg／n31

CPO＝324　　　　　’pROPIONIC ACID CONC．IN FEED【mol／mA31

CAO＝127　　　　　’ACETIC ACID CONC．IN FEED Emol／mA3】

AV＝3■（1－EPS）／RA：’spECIFIC SURFACE AREA【mA2／m〈3】

RE＝2♯RA♯U■DEN／EPS／VIS：’REYNOLDS NUMZ3ER卜】

DL＝2■RA＊U／EPS／PE：’MIXED DIF．CONSTANT OF TANGENTIAL TO CENTERlmA2／S】

KF＝1．09＊U／EPS＊（2＊RA＊U＊DEN／VIS）A（－2／3）＊（VIS／DEN／DF）＾（－2／3）：’rm／sJ

KSP＝15＊DSP＊GAM／RA〈2／AV：’【kg／nA2・S］

KSA＝15■DSA＊GAM／RA＾2／AV：’【kg／mA2・SI

A＝QMP＊KP／（1＋KP＊CPO＋KA＊CAO）：’QPO／CPO【mA3／kg】

D＝QMA＊KA／（1＋KP＊CPO＋KA＊CAO）：’QAO／CAO【m＾3／kg】

K2＝1／（1＋KP★CPO＋KA♯CAO）

K3＝KP＊CPO

K4＝KA■CAO

300　KKFP＝1／1．15／（1／KF＋l／A／KSP＋2＊RA＊AV／PE／U）

301KKFA＝1／1．15／（l／KF＋1／A／KSA＋2＊RA＊AV／PE／U）

】

　

l

一

S
 
S

／
／

m
 
m

l

　

【
310’

320’♯＊＊＊＊■＊＊＊■貴書★＊＊＊＊＊＊＊＊＊　PARAMETER OF CALCULATION　＊＊＊＊＊＊書手＊＊♯＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

330　E＝2

340　DT＝．004

350　LAl三．006

360　DZ＝DT／LA1

370　LA2＝LAl／DZ

380　0M＝1．1

390　RJM＝ZM■KKFP＊AV／U／DZ

400IF RJM－INT（RJM）＞＝．5　THENJM＝INT（RJM）＋l ELSEJM＝lNT（RJM）

410　B＝EPS／GAH

420　C＝EPS＊DL＊KKFP＊AV／U▲2

421E＝EPS■DL＊KKFA＊AV／UA2

422　K5＝2■A／DT／K2

423　K6＝2＊D／DT／K2

424’

425’■＊■■＊書■■＊＊♯＊＊　PREPARATION OF FIGURE（CALL SUBRUTINE GRAPH－N）＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

426　WXl＝0：WYl＝0：WX2＝64：WY2＝2．5

427　SXl＝70：SYl＝300：SX2＝510：SY2＝10

428　DX＝4：DY三．25：NXS＝2：NYS＝2

429　XAXIS‡＝’一Tilne【hour】‖：YAXIS＄＝Hc／CO　卜】’’

430　GOSUB lOOOO

431●★■♯■■★＊♯＊＊十十十十　READ OF MEASURED VALUES　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

432　READ NDATA

433　DATA16

434　READ CP．CA

435　DATA　24．01，7．62
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0

0

0

0
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DIM T（NDATA）．CPl（NDATA），CP2（NDATA）．CAl（NDATA），CA2（NDATA）
FOR I＝l TO NDATA

READ T（Ⅰ），CPl（Ⅰ）

CP2（Ⅰ）＝CPl（Ⅰ）／CP

NEXT I

DATAl2．0．13，15，0．41，18，0．41，19，0．77．22．5．3．47．25，6．31，28．10．66，30．13．22，

DATA　32，14．79，34，16．66，36，17．84．37．5，18．89，39，19．99，42．20．14，45，19．61，

DATA　49，21．05
FOR I＝1TO NDATA

READ T（Ⅰ），CAl（Ⅰ）

CA2（Ⅰ）＝CAl（Ⅰ）／CA

NEXT I

DATAl2，0．35，15，0．44，18．2．32．19，3．34，22．5，6．83，25，8．15，28，9．00，30，9．50．

DATA　32，9．30，34，9．16，36．9．27．37．5．8．97，39，9．08，42，9．25，45，8．53．49，9．04
，■＊＊＊＊＊＊＊♯＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊　DIMENSION　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊♯■＊＊半本＊暮＊■＊書■■＊＊手書■＊

DIM X（JM＋1）．XK（JM＋1），ⅩⅩ0（JM＋1）

DIH XS（JM），XSK（JM），XSKO（JM）．BY（JM），BX（JM）

DIM XA（JM＋1）．XAK（JM＋1），XAKO（JM＋1）

DIM XAS（JM），XASK（JM），XASKO（JM），BYA（JM），BXA（JM）
，＊＊＊＊＊＊♯＊＊＊＊＊♯本書♯＊＊＊＊＊＊　PLOT OF MEASURED VALUES　＋＊＊■♯＊＊■＊本書♯＊■■♯暮■事本書事事事

FOR I＝l TO NDATA

X＝FNX（T（Ⅰ））：Y＝FNY（CP2（Ⅰ））

CIRCLE（X，Y）．4：PAINT（X，Y）

NEXT I

FOR I＝l TO NDATA

X＝FNX（T（Ⅰ））：Y＝FNY（CA2（Ⅰ））

CIRCLE（X，Y），4：PAINT（X，Y）

NEXT I

’■＊♯＊＊＊＊＊＊＊＊♯♯＊＊＊書手＊＊＊＊INITIAL VALUE　♯＊＊＊♯＊＊♯＊＊＊＊♯＊■＊■事＊＊＊■本書事♯■■事■事■本書

FOR J＝l TO JM

XS（J）ニO

NEXT J

FOR J＝l TO JM

XAS（J）＝O

NEXT J

FOR J＝O TO′JM

XA（J）＝O

NEXT J

FOR J＝O TO JM

X（J）＝O

NEXT J

FOR J＝l TO JM

XASK（J）＝O

NEXT J

FOR Jニl TO JM

XSK（J）＝O

NEXT J

XKO（0）＝2＊DZ／（2＊DZ＋3＊C）

FOR J＝1TO JM

XKO（J）＝O

NEXT J

XAKO（0）＝2＊DZ／（2＊DZ十3＊E）

FOR J＝l TO JM

XAKO（J）＝O

NEXT J

lニN
 
I

’＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊　BY（J）．BX（J），BX（JM），BYA（J），BXA（J），BXA（JM）＊日日ト＊＊■＊4事事＊＊事H

FOR J＝l TO JM

BY（J）＝X（J）－XS（J）十2＊A／DT＊XS（J）／J（2／（1十J（3＊XS（J）＋J（4＊XAS（J））

NEXT J

FOR J＝l TO JM－l

BX（J）＝（2＊C＊LA2－LAl）＊X（J十1）十（4＊B－4＊C＊LA2－2＊DT）＊X（J）

681＋（2＊C＊LA2＋LAl）＊X（J－1）＋2＊DT＊XS（J）

690　NEXT J
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700　BX（JM）＝（2＊B－2■C■LA2－DT）＊X（JM）＋2♯C＊LA2＊X（JM－1）＋DT＊XS（JM）

710　FOR J＝　l TO JH

711BYA（J）＝XA（J）－XAS（J）＋2＊D／DT＊XAS（J）／K2／（1＋K3＊XS（J）＋K4＊XAS（J））

712　NEXT J
713　FOR J＝l TO JH－1

714　BXA（J）＝（2＊E■LA2－LAl）♯XA（J＋1）＋（4＊B－4＊E＊LA2－2♯DT）＊XA（J）

715　＋（2＊E■LA2十LAl）♯XA（J－1）＋2＊DT＋XAS（J）

716　NEXT J

717　BXA（JM）＝（2＊B－2＊E■LA2－DT）＊XA（JM）＋2＊E＊LA2＊XA（JM－1）＋DT＊XAS（JM）

720　L＝0

731’■■手書■■■＊筆書＊＊＊＊＊＊■＊＊＊書目＊　XAK（0）　＊＊＊＊＊♯＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

732　XAK（0）＝OM／（2♯DZ＋3＊E）＊（4＊E＊XAKO（l）－E＊XAKO（2）＋2＊DZ）－（OM－1）＊XAKO（0）

733IF ABS（XAJ（（0）－XAKO（0））＞＝E TllEN L＝1

734　XAKO（0）＝XAK（0）

740’……＊■■＊＊♯書目＊日暮＊＊＝＊　　XK（0）　　HH＊日暮＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＝♯＊＊＊♯＊＊＊＝＊＊＊＊

745　XK（0）＝OM／（2＊DZ＋3＊C）＊（4＊C■XKO（1）－C＊XJ（0（2）＋2＊DZ）－（OM－1）＊XKO（0）

750’

755IF ABS（XK（0）－ⅩKO（0））＞＝E THEN L＝1

760　XKO（0）＝XK（0）

761’

762　J＝1

763’

770　－書目■■♯＊＊＊■＊＊＊＊■＊＊＊日暮＊＊＊　XSK（J）　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊♯＊＊＊＊＊＊♯♯＊＊＊＊＊＊♯＊＊＊＊＊＊＊

780　XSK（J）＝OM／（2＊K3）＊（K3♯XKO（J）＋K3＊BY（J）－J（4＊X＾SK（J）－1－K5＋SQR（（K4■XASK（J）＋1

781＋K5－K3＊XKO（J）－K3＊BY（J））＊（K4＊XASK（J）＋1＋K5－K3＊XKO（J卜J（3＊BY（J））＋4＊K3

782　＊（XKO（J）＋BY（J）＋K4＊XASK（J）＊XKO（J）＋K4＊XASK（J）＊BY（J））））－（OM－1）♯XSJ（0（J）

790　■

800IF ABS（XSK（J）－XSKO（J））＞＝E THEN L＝1

810　XSKO（J）＝XSK（J）

820，

821’＊＊＊HH＊＊♯＊＊＊＊＊＊＊＊■＊＊＊＊＊　XASK（J）＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊♯＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

822　XASK（J）＝OM／（2＊K4）＊（K4＊XAKO（J）＋K4＊BYA（J）－K3＊XSK（JトトK6＋SQR（（K3＊XSK（J）＋1

823　＋K6－K4＊XAKO（J）－K4＊BYA（J））＊（K3＊XSK（J）＋1＋K6－K4＊XAKO（J）－K4＊BYA（J））＋4＊K4

824　★（XAKO（J）＋BYA（J）＋K3♯XSK（J）＊XAJ（0（J）＋K3＊XSK（J）＊BYA（J））））－（OM－1）＊XASKO（J）

827IF ABS（XASK（J）－XASKO（J））＞＝E THEN L＝1

828　XASKO（J）＝XASK（J）

930’書目＊＊十十＊■＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊　XAK（J）　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

931XAK（J）＝OM／（4＊B＋4＊E＊LA2＋2＊DT）＊（（2＊E♯LA2－LAl）＊XAKO（J＋1）＋（2＊E＊LA2＋LAl）

932　■XAKO（J－1）＋2＊DT＊XASKO（J）＋BXA（J））－（OM－1）＊XAKO（J）

933’

934IF ABS（XAK（J）一XAKO（J））＞＝E THEN L＝1

935　XAKO（J）＝XAK（J）

940，HHH日暮本書＊＊■＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊　　　XK（J）　　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊■＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

950　XK（J）＝OM／（4＊B十4＊C＊LA2＋2＊DT）＊（（2■C＊LA2－LAl）＊XKO（J＋1）＋（2＊C＊LA2＋LAl）＊XKO（J－1）

951＋2＊DT＊XSKO（J）＋BX（J））－（OM－1）＊XKO（J）

960’

970IF ABS（XK（J）－XKO（J））＞＝E THEN L＝1

980　XKO（J）＝XK（J）

990，

1000IF J＝JM GOTO lOlO

lOOI J＝J＋1

1002　GOTO　764

1010’

1011，■筆書＊＊♯＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊　　XAK（JM）　　　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

1012　XAK（JN）＝OM／（2＊B＋2＊E＊LA2＋DT）＊（2★E＊LA2＊XAKO（JM－1）＋DT＊XASKO（JM）＋BXA（JM））

1013　－（OM－1）＊XAKO（J）

1014，

1015IF ABS（XAK（JM）－XAKO（J））＞＝E THEN L＝1

1016　XAKO（J）＝XAK（JM）

1020　－日＊＊＊＊■＊＊＊＊＊手書＊＊♯＊＊＊＊＊＊　　　XK（JH）　　　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊♯＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊：

1030　XK（JM）＝OM／（2＊B＋2＊C＊LA2＋DT）＊（2＊C＊LA2＊XKO（JM－1）＋DT♯XSKO（JM）＋BX（JM））

1031－（OM－1）＊XKO（J）

1040’

1050IF ABS（XK（JM）－XKO（J））＞＝E THEN L＝1
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1060　XKO（J）＝XK（JM）

1070，

1080’♯■■★■＊＊★＊＊♯＊■＊＊＊♯♯＊＊＊＊♯　JUDGE OF LIMITTING　＊＊＊＊＊＊♯＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊♯＊

1130　－

1180IF L＝O GOTO1210　ELSE　720

1205’＊＊＋筆書手書＊＊＊■＊＊＊＊＊＊＊＊♯＊＊＊＊　OUT PUT OF T　．　XK（J）　　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

1210　T＝N■DT■GAM／KKFP／AV／60人2

1211RT＝T

1212　PRINT．lT＝●’；T；‖（h）‖；

1213　FOR J＝O TO JM STEP1

1214　PRINT XK（J）；

1215　NEXT J

1216　PRINT XK（JM）

1220IF N＝lHNT（N／1）GOTO1221ELSE1270

1221XD＝XAK（JM）：RT＝T

1230　XC＝XK（JM）：RT＝T

1231LPRINT l’T＝’l；T；’’＃＃＃＃XK（JM）＝’’；XK（JM）；‖＃＃＃＃＃XAK（JH）＝’’；XAK（JM）；‖＃＃‖

1240　X＝FNX（RT）：Y＝FNY（XC）

1249　CIRCLE（X，Y），1，2：PAINT（X，Y）‥2

1251X＝FNX（RT）：Y＝FNY（XD）

1252　CIRCLE（X，Y），1，3：PAINT（X，Y）‥3

1260’♯暮＊♯＊＊＊＊♯＊♯＊＊♯＊＊＊＊＊＊＊♯＊＊＊JUDGE OF FINAL CONC．＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

1270IF XK（JM）＞＝．9423　THEN1365　ELSE1311

1280，■＊■十十＊♯■筆書＊♯＊♯＊十十十＊＊＊十十＊♯　NEXT TIME PREPARATION　＊＊＊＊＊＊＊＊＊★＊＊＊＊♯＊＊＊♯＊＊＊＊

1311　FOR J＝l TO JM

1312　XS（J）＝XSK（J）

1313　NEXT J

1314　FOR J＝l TO JM

1315　XAS（J）＝XASK（J）

1316　NEXT J

1320　FOR J＝O TO JM

1330　X（J）＝XK（J）

1340　NEXT J

1341FOR J＝O TO JM

1342　XA（J）＝XAK（J）

1343　NEXT J

1350　N＝N＋1

1360　GOTO　　640
1365　COPY　2

1370　END
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付　記

本研究の一部は、下記の学会および学術雑誌において発表された。

学術雑誌：

1．Eazunori Nakano，Masatoshi Hatsun）ura and Hiroshi Kataoka：Application

Of a Rotating Ceranic HeJnbrane to Dense Cell Culture．J．Ferment．

Bioeng．，76，49－54（1993）．

2．KazunoriⅣakano，Ⅱiroshi Kataoka and Hasatoshi MatsuELura：High

Density Cell Culture of Propionibacterium freudenreichii coupled vith

Propionic acid ReⅢOVal System Yith Activated Charcoal．J．FerⅢent．

Bioeng．，81，（1996）（in press）．

学会発表：

1．Kazunori Nakano，Masatoshi HatsuInura andⅡiroshi Kataoka：Separation

Perfornance of Rotating Ceraznic Henbrane andIts Application to Dense

Cell Culture．　化学工学会　第24回秋季大会　研究発表講演要旨集

第2分冊p．171（1991）

2．KazunoriⅣakano，NasatoshiⅡatsuⅢura and‡iroshi Kataoka：Removal

Characteristic of Propionic Acid from Culture Broth using Adsorbents．

化学工学会　第25回秋季大会　研究発表講演要旨集　第2分冊p．139（1992）

3．Kazunori Nakano，Masatoshi Hatsunura andⅡiroshi Kataoka：Application

Of Rotating Ceramic Hetnbrane to Dense Cell Culture．

6th Yorld Filtration Congress，Japan．Abstract Book p．688（1993）
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4．Kazunori Nakano，Hasatoshi Matsunura andⅡiroshi Kataoka：Iigh Dense

Cell Culture of Propionibacteriutn Yith Selective ReInOVal of Propionic

Acid．化学工学会　第26回秋季大会　研究発表講演要旨集　第1分冊

p．141（1993）

5．罵azunori Nakano，Nasatoshi Natsumura andIiroshi Kataoka：HighI）ense

Cell Culture of Propionibacterium and Recovery of Organic Acids from

Culture Broth．化学工学会　第27回秋季大会　研究発表講演要旨集

第2分冊p．202（1994）

6．中野　和典、松村　正利：活性炭による右横酸除去を伴ったプロピオン酸菌の

高密度培養　日本生物工学会大会　講演要旨集p．165（1995）
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