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　Gelatin−containing 　 di・2−e 【hylhexyl　 sodium 　 su旺bsuccinate（AOT ） microen 孕ulsion −based　 organogels

（MBGs ）were 　investigated　as 　a　reaction 　medium 　for　the 　esterification 　oflauric 　acid 　with 　butyl　alcohol 　cat−

alyzed 　by　Candida　rugosa 　lipase．　The 　initial　reaction 　rate 　was 　maximum 　at　a　WG （＝［H20 ］1［AOT 】in　the
MBG 　phase）value 　of 　IOO．　The 　MBG 　particle　radius 　for　reaction −controlled 　operation 　is　examined 　as 　a

funcdon　of 山 e　bu且k　subs 【ra【e　concentration ．　Immobi呈ized　lipase　was 　also　used 　in　a 　continuous 　reaction

using 　a　reactor 　fitted　with 　a　baskcし一type　impeller．　The 　lipase　activity　was 　maintained 　successfully 　over 　a

period　of36 　d　by　the　removal 　ofwater 　that　accumulated 　in　the　MBGs 　using 　a 　concentrated 　AOT 　solution ．

［Key　words ： AOT ，　microemulsion ，　lipase，　es匸erification，　organogel ］

　非極性の 有機溶媒中に お い て 両親媒性分子 が 自発的に

会合する こ とに より形成されるマ イ ク ロ rpマ ル シ ョ ン 系

は，有機相内 に微視的な油水界面を分散状態で提供する

こ とか ら，リパ ーゼ の触媒活性を効果的に 発現 させ る反

応媒体と して 期待され て お り，反応活性 が最大に 発揮 さ

れる反応条件 1−3）や反応終了後の 酵素回収に関する検討

が なされ て い る．4）

　両親媒性分子 に よるマ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン 系は，生体

高分子を添加す る こ とによっ て物理的に安定なゲル 組織

（microemulsion −based　otganogel ，　MBG ）を形成する こ と

が で きるため固定化担体と してそ の 活用を期待す る こ と

が で きる．5・6）こ の 手法によ り調製 され るゲル 組織は，マ

イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン の 特異的な界面機 能を合わせ持 っ 酵

素の 固定化担体 として考える こ とが で きる，既往の 研 究

で は，ゲル 組織の 調製条件に よ っ て 反応活性が異なる こ

とや固定化 リパ ーゼ の繰返 し再利用が可能で ある こ とが

報告され て い る．7−10）

　本法に よる固定化 リパ ーゼを用い る反応プ ロ セ ス の基

礎を確立す るた め に は，反応活性 に 対するゲル 組織条件

の影響を解析 し，担体内で の物質移動抵抗の影響を加味

した 反応条件を提示 する こ と が重要 で ある．加 え て
， 反

応プ ロ セ ス の経済性を高め るうえで連続的な反応操作の

検討 も重要 である，

　本研究の 目的は，両親媒性分子 による マ イ ク ロ エ マ ル

シ ョ ン 系 に生体高分子 を添加 し調製 した ゲル 組織 に リ

パ ーゼを固定化 し，脂肪酸エ ス テ ル 合成を行い ，反応活

性 に対するゲル 相水分量 の 影響 を検討 すると ともに，反

応律速 の 条件 を満たす担体粒子径 と基 質濃度の 関係を求
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める こ とである．加え て，連続反応操作に お ける反応活

性 の 長期安定性 の 可能性 を求め る こ とで あ る，

実　験　方　法

　試薬　　両親媒性分子 として，ス ル ホ こ は く酸ジー2一エ

チ ル ヘ キ シ ル ナ トリウム （以下 AOT ， ナカ ライテ ス ク

  ）を用い た ．有機溶媒 は，2，2，4一トリメ チ ル ペ ン タ ン

（以下イ ソ オ ク タ ン，和光純薬工業   ）で ある．生体高

分 子 と してゼ ラチ ン （from　porcine　skin ，　Bloom 　300，

Type 　A ，　Sigma 社）を用い た．反応基質は，ラウリン 酸

とブチ ル ア ル コ
ー

ル （和光純薬工業   ）で ある．リパ ー

ゼ の 起源 は，Candida　rugosa （Type 　VII ，840 　 units ！mg ，

Sigma社）を用 い た．緩衝液は，50　mM 　KH2PO4 −50　mM

NaOH 水溶液 （pH 　7．0）で ある．

　固定化 リパーゼの調製　　AOT 　O．47　g をイ ソ オ ク タ

ン 3．5 〜 5cm3 に 溶解 し有機 相 と した，水相は緩衝 液

0．5cm3 に リパ ーゼ 粉末 100　mg を添加 したもの で ある．

こ の 有機相 と水相を混合す る こ とによ り WO マ イク ロ

エ マ ル シ ョ ン 相 を形成 した．こ の マ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン

相の 水分量 は カール フ ィ ッ シ ャ
ー
滴定 （MKS −ls， 京都

電子 工業   ） に よ り求 めた，これ よ り W 値を算定 した．

一
方，ゼ ラ チ ン相は ，ゼ ラチ ン粉末 L3　g に緩衝液 L5 〜

S．O　cmS をメ ス ピ ペ
ッ トを用い て 添加 する こ とに よ り形

成 した，マ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン相とゼ ラチ ン 相 を個別に

328K （55°C）に昇温 させ た後，両者 を混合撹拌する こ

と に よ り固定化 リパ ーゼを調製 した．調製ゲル を室温ま

で 空冷し，253K （−20
°C＞に て保存 した．

　 なお ，固定化 ゲル 相 の 水分量 に つ い て は，マ イ ク ロ エ

マ ル シ ョ ン相由来の 水分量は カ ール フ ィ ッ シ ャ
ー滴定 に

基づ き決定 した ．ゼ ラ チ ン 相由来 の 水 分量 は ピペ ッ トに

よ る緩衝液の 添加量よ り明らか で あ る．両相に 由来する

水分量 の 和をゲル 相水分量と した ．本研究の WG 値は，両

相由来の 水分子 の モ ル 数の 和を分子 とし，マ イク ロ エ マ

ル シ ョ ン 相由来 の AOT 分子 の モ ル 数 を分母 と し て 定義

したもの で ある．

　 反応操作　　調製ゲル を 2±0，2mm 立方角 （平均体積

7cm3 ） にサイ ジ ン グ し，
バ イ ア ル 管 （内径 35　mm ）に

入 れ，ラ ウ リ ン 酸 とブチ ル ア ル コ
ー

ル の 濃度が各 々

100mM となるよ うに調整 したイ ソ オクタ ン 溶液 30　cm3

を添加す る こ とによ り反応 を開始 した．バ イアル 管内は，

磁気撹拌子 によ り6　s
’1で撹拌 した，また ， 100mM ラウ

リン 酸 ブチ ル 溶液を用 い た加 水分解を同様 の 操作 で 行 っ

た，

　
一

方 ， 本研究 で は連続反応をバ ス ケ ッ ト撹拌翼型反応
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器 を用 い て行 っ た 〔Fig．1）．2 ± 0．2　mm 立方角に サイジ

ン グ したゲル 粒子 28　cm3 （約 S500個）を Fig．1−bに示 し

たバ ス ケ ッ ト撹拌翼 に充填 した．すなわち，バ ス ケ ッ ト

翼側 面に取 り付 けた 開閉 口 よ り上段 ならびに下段 バ ス

ケ ッ トに 各 々 14　cm3 を充填 した もの で ある．なお，各バ

ス ケ ッ トの 内体積は 22．5　cm3 で あ る．こ れを反 応器内

（容積 800　cm3 ）に設置 し ， 基質溶液 を連続供給 （33．3　cmS ／

h）す る こ とに より反応 を開始 した．撹拌翼 の 回転数 は，

1．67　s
−1と し た．反応は ， 298K （25°C） にて 行 っ た．

　本研 究で は，反応 の 進行に ともな っ て 生成す るラウリ

ン酸ブチル エ ス テル を定量 し， リパ ーゼ の反応活性 を求

めた．まず，所定時間ご とに サ ン プ リン グを行 い
， サ ン

プ ル 中の エ ス テ ル 画 分を分取す る た め Florisil（100！

200mesh ，和光純薬工 業   ） を用 い て カ ラ ム ク ロ マ ト

展開 （展開溶媒 ：5v！v ％ ジエ チル エ
ー

テル 1ヘ キサ ン 溶

液）に よ り分画 した．次に，得られたエ ス テ ル の 画分を

ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー （GC −8A，島津製作所 ；担体

Unisole　3000！Uniport　C ，801100　mesh ，　 GL サイ エ ン ス

  ）に より定量 し，反応生成物の 量を求めた．

　有効拡散係数の測定　　ゲル 粒子内で の 基質の有効拡

散係数を逐次溶出法に よ り実測し た．調 製ゲル を前報 9）

に示 した よ うに L5 〜 2，5　mm 立方角にサイ ジ ン グ し，

500　mM の 基質を含むイ ソ オ ク タ ン 溶液に 室温 に て 24時

間浸漬 した，ゲル 内の 基質の 溶出は，ス テ ン レス ワイヤ
ー

に保持 した基質 を含むゲ ル 粒 子をイ ソオクタ ン 5　cm3 に

浸す こ とによ り行 い ，所定時間ご とに順次新規の イ ソ オ

クタ ン 相にゲル 粒子 を移 した．各 フ ラク シ ョ ン 中に溶出

した基質 の 定量は，ガ ス ク ロ マ トグラフ ィ
ー （GC −8A ，
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島津製作所 ；担体 FFAP！Uniport 　S，60／80　mesh
，
　 GL サ

イ ェ ン ス   ）に より行 っ た，実験は298K （25°C）にて

行 っ た ．

　分配係数の測定　　ゲル 相とイ ソ オ ク タ ン 相 の 基質の

分配係数は ， 調製ゲル 7cmS と50　mM の 基質を含むイ ソ

オクタ ン 溶液 30　cm3 を 7 日間恒温振 とう接触 させ ，接触

後の イ ソ オクタ ン 溶液中の 基質濃度をガ ス ク ロ マ トグラ

フ ィ
ー （GC ・8A，島津製作所 ；担体 FFAPIUniport　S，　601

80　mesh ，　 GL サイ エ ン ス   ）に よ り定量し，両相 の 基

質濃度比 か ら算出し た．実験は 298K （25
°C）にて行 っ

た．

結　果　と　考　察

　本研 究で は，固定化 リパ ーゼ の 反応 活性 を初期反応速

度を求め る こ とに よ り評価 した．また，ゲル 相水分量の

指標 として WG 値 （≡ ［H20 ］f［AOT ］in　MBGphase ）を定

義した．

　ゲル相水分量 の 影響　　本法 に よ る ゲル 組織は ，低い

WG 値の領域にお い て 有機相 とゼ ラ チ ン相が分離 し調製

す る こ とが で きない が，WG 値が 80以上 の 条件下 に お い

て調製する こ とが可能で あ っ た，すなわち，安定なゲル

の 調製の た め に最低限 のゲル 相水分量 の存在が 必要であ

る こ とが認め られた，

　反応操作開始直後は 反応速度が非定常である傾向が認

め られた の で，速度論解析を進め る に際し て は反応速度

の 定常値が得 られる最も早 い 時点にお い て初期反応 速度

を定義 した ．そ の 初期反応速度と WG 値 との 関係を示 し

た もの が Fig．2である．初期反応速度は，　 WG ＝100を極

大値 と して 変化 し ， 反応活性が最大 に発揮され る ゲル 相

水分量 の 存在が認め られ た．反応活性 が最大値を示す
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Fig・2・Effect　 of 　WG 　 value 　 on 　 initiaL　 reaction 　 rate ．　 Lauric
　　acid 　＝ 100　mM ，　butyl　 alcoho ］　＝100　mM ，　Hat ⊂hing　 shows

　　the 　two ・phase　region ．

WG 値は ，マ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン 系で の 最適 W 値

（≡ ［H20 ］／［AOrl ）in　w ！o 　microemulsion 　phaseニIO）と比

較 して 10倍高い値で あっ た．

　WG 値が相対的に低 い 領域で 反応活性 が高く，
WG 値

が高い 条件下 で 反応活性が低下する傾向は Chromobacte一

伽 η 協 ω 鋤 焜 リパ ーゼ に よるデカ ン 酸オ クチル 合成で の

結果
7）と

一致してい る．本研究 の エ ス テル 合成 にお い て

も相対的に低 い ゲル 相水分量 の 条件が反応に対 して好適

で あ っ た，ただ し ， ゲ ル 形成 を可能 とす る最低 水分量

（WG ；80）に接近 した水分量条件で は反応活性が十分高

い とは い えない ．

　
一

方，本研究 の 条件下で ラ ウリン酸ブ チ ル の加水分解

の 反応速度を予備実験と して実測 した と こ ろ ，
エ ズテ ル

合成の 速度に 比 較 して 1！10〜 1！20程度の 低 い 値 （0．3 μM

s
幽1
）で あっ た。これ より，正反応 であるエ ス テ ル 合成 の

反応速度に対する逆反応 （加水分解） の 影響は ， 本研究

の範囲内では微小 であると考え られ る，

　
一

般 に 固定化酵 素 の 反応 活性 は ， 担体 の 調製条件や

種々 の 濃度条件 によ っ て 変化す る こ とが知 られ て お り，

律速段 階 の 評価 を定量的 に 行 うこ とは反応条件の設定や

プ ロ セ ス 設計 の うえで 重要で あ る．固定化触媒を用い る

際 ， Thiele　modulus （ψ）を算出し，これよ り有効係数 ηを

算定す る場合が多い ，Thiele　moduius を正確に算出する

ため に は真の 速度定数が求め られ て い る必要 が あ るが ，

本系 の よ うな酵素反応系で は厳密に こ れを決定す る こ と

は 実験的に も困難で ある．そ こ で ，observable 　modulus

（φ＝
ηφ

2
＝ Vi（MBG ｝

rMBG2 ／9DeCs）を用 い て有効係数 η の

推算を行 うこ とに よ っ て，律速段階に関す る考察を試 み

るこ とと した ．WG ；100の 条件における速度定数 （Table

2）に よ り基質本体濃度 と ミカ エ リス 定数 の 比 で あ る

β（β
LA ニ6．67，　X3BTA　．1．25）を算出 し，βをパ ラメ

ー
ターと

した ηと の の 関係 図 11）か ら両基質 ともに η≒ 1が求め ら

れ る．また，Thielc　modulus の 算出に よ っ て もη とφの

関係図 17）か ら η≒ 1が求め られ，observable 　modulus と

一致 した結果 で あ っ た，こ の こ とは，WG ＝ 100の 条件で

は
「
rable　1に 示すよ うに ラ ウリン酸の 有効拡散係数が 極

大値を示 し，拡散 の影響が最も現れ る と予想 され る水分

量条件で あ っ て も反応律速 として み なせ る こ とを示 して

い る．本研究 で の 反応速度は WG ＝100 を極大値 とする変

化を示 し て い る．WG ＝100の 前後 の 条件下 で は，ミカ エ

リス 定数が増大する こ とを考慮す る とβの 値が小 さくな

るが，η ≒ 1 で ある こ とに変更は生 じな い ．こ の こ とは

本研究の ゲル 相水分量 の 設定条件 は反応律速下にある こ

とを示すもの で ある．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

98 長山　和史 ら 生物 工学　第80巻

Thb麁e　I．　Observable　modulus ，　initia］　rβaction 　rate 　and 　effective 　diffusion　coefficient 　for【auric 　acid

　　and 　butyl　alcohol 　as 　a 丘1nc 【ion　ofthe 　WG 　value ，
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Fig．3．　 Structure　ofAOT 　microemulsion −based　organogel ．

　本系 の ゲル 組織の イメ
ージは Fig．3 に模式的に示 した

よ うに ，
ゼ ラチ ン 分子が基本骨格を形成し，そ の 周囲 に

水相 が ミ ク ロ なチ ャ ン ネル を形成 し，そ の チ ャ ン ネル 間
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 L

隙に有機相が存在 し， 両親媒性分子 AOT が水相の 周 囲に
”

配 向吸着 をな し たネ ッ トワ
ー

ク と考え られ て い る．7・15）

また，ネ ッ トワ
ー

ク内 の 有機相 には W10 マ イク ロ エ マ ル

シ ョ ン 滴 も若干存在 して い る こ とが小角中性子散乱 の 測

定結果か ら推定 され て い る．7，15）また，リパ ーゼ の 存在位

置は inner　interfaccと呼ばれる ミ ク ロ 界面の 水相側領域

で あ る と考察され て い る．16）

　一方，AOT 分子集合体に 可溶化 した リパ ーゼ の分子楕

円率に 関 し て は，C．　rngosa 起源で は高い W 値の条件下 に

お い て増加 し，12）
一

方 C．viScosum 起源で は ，　 W 値の 増大

ととも低下 し，水相 中以下 の 値 を示す もの の ，さ ら に W

値 が増大する と緩やかな増加傾向に転じ る こ とが報告さ

れ て い る．IS）分子楕 円率 の 変化は，α
一ヘ リ ッ クス 含量 の

変化を意味するの で ，こ の こ とは有機相水分量に よっ て

リパ ーゼ の 分子構造 が変化す る可 能性 を示す もの であ

る．こ の こ とは グル 内の 水分量 の 変化 によっ て水相チ ャ

ン ネル の 曲率あるい は直径が変化 し，界面に存在して い

る リパ ーゼ の 分子構造が影響を受けて い る こ とを示唆 し

て い る．ゲ ル 構造が収縮す るよ うな WG 値 の 小 さい 領域

で は，ゲル 内が相対的にやや疎水性 の 雰 囲気となり，酵

素分子を構成し て い る疎水性 の ア ミノ酸 が分子内部 か ら

外部に 露出する傾向 が強ま る こ とも考え られ る．水相

チ ャ ン ネル の変化は，界面に存在 して い る両親媒性分子

の 移動や分子間距離の 変動を ともない ，これ に よっ て 局

所 的な静電的相互 作用 も変化する可能性があ る，初期反

応速度 が WG 値 に よ っ て 変化する 背景 と して ，こ の よ う

なゲル 相水分量 による局所的疎水性の変化や静電的変化

に よる リパ ーゼ の 構造変化 を指摘する こ とが で きる，

　反応律速となる条件設定　　本法に よ る固定化 リパ ー

ゼ を用 い る反応 プ ロ セ ス を設計する基礎 と して，反応律

速とな る担体粒子径と基質濃度を定め るこ とは設定条件

と して 重要 で ある．

　本研究で は 全反応過程 を通 して 有効係数が 0．9 以上 と

な る条件が反応律速下にあるもの としてみなした，両基

質の 液本体濃度を等 しく変化させ た場合 ， 反応律速と な

る ゲル 粒子半径は液本体濃度 を変数 として Fig．4 の 斜線

4

　

　
3
　
　

　

　

2

（

EE

〕
O

望
」

1

oo
50　 　　 　100　 　　 150

　　 Cs（mM ）

200

Fig，4，　 Rela［ion　be【ween 　MBG 　particle　radius 　and 　bulk　sub ．

　　strate 　concentration 　f（）r　an 　eHfec こiveness　factor　 of 　O．9　0r
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丁註ble　2．　Parameters　fc）r 　estimating 　effectiveness 　factor　of 　O．9　and

　　MBG 　particle　radius ．

MBG 　conditions ：

Kinetic　parameters
寧

：

Effective　diHfusion　coeff1 （：ient：

Partition　coefflcien ［；

WG ＝100；Cgelatin　＝ 18％ wlv ；

CAOTニ150　mM

7皿 ax （MBGI
＝10 μMs

冒1

κ
，，

L
へMBG ）

＝15　mM

KmBTA｛MBG ）
＝ 80　mM

De 廴A ≡2．6x10 −LOm2s 胃l

DeBTA ＃ 1．8　x　lO冒10　m2s −l

Pい ＝0．85
PBTA 言4，0

寧 Kinetic　parameters　were 　obtained 丘om 　es【er 面cation 　using

MBGs ‘α．500 μm 　in　diameter．

領域で 表 され る．なお ，ゲル 粒子半径は，種 々 の 基質濃

度条件の もと両基質の有効係数の積が 0，9以上とな る点

を粒 子 半径 を変数 と し て 算出 した も の で あ り（Appen −

dix），こ れ の算出の ため に 用い た条件を
「
rable　2 に示 し

た．これよ り，基質濃度範囲 0 ≦ Cs ［mM ］≦ 130にお い

て ，反応律速となる ゲ ル 粒子 の 半径を与え る 実験式 と し

て 式 （1）を得た．

rMBG ［mm ］≦0．Ol　Cs 十 〇．7 （．1）

　連続 エ ス テル 合成　　Fig，5 にバ ス ケ ッ ト撹拌翼型反

応器を用い た 連続エ ス テル 合成 にお ける反応 速度を示

す．なお ，ゲル の 調製条件は前報 9）を参照 し，反応活性

が最大に 発揮 され る WG ＝100，　 Cgelatin＝ 18％ w ／v なら

びに CAOT＝150　m 　M とした．こ の 条件の有効係数は 0，97

で ある．反応はイ ソ オクタ ン の み 存在す る反応器 内 へ 基

質溶液を供給す る こ とに よ り開始 し ， 滞留時間が 24 時間

となるように液流量 （33．3　cm31h ）を設定 した ．　Fig．5 に 示
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Fig．5．　Cohtinuous　esterification 　using 　a　reactor 　fitted　with 　a

　　basket−type　impelier．　Lauric　acid 　＝100　mM
，
buty］alcoho ］＝

　 　 100mM ．

した よ うに 固定化リパ ーゼ の 反応活性 は 長時 間 （12 日

間）に わた り安定的に発揮され るこ とが認め られた．約

10 日間を経過 した こ ろ か ら反応活性 が徐 々 に 低下す る

傾向が認 め られた ．また，バ ス ケ ッ ト翼内で の ゲル の状

態変化 と して
， ゲ ル 粒子 が 膨潤す る こ とが 目視に よっ て

認め られ た ．こ れ はエ ス テ ル 合成 の 進行 とともに 生成す

る 水分子 の 影響 で あると考 えられ る．

　 ゲル 担体内にお い て酵素は，ゲ ル 構成成分との 静電的

結合や水 素結合に よる多点的な結合に よ り回転分子運動

が 抑制 され た状態 で 固定化され ，よ り剛直な分子構造 と

な り， 熱 安定性 が増大する こ とが報告されて い る．且4｝本

系におけ る リパ ーゼ分子 も有機相と の 接触 に よる分子構

造 の変化をゼ ラチ ン分子 との多点結合によっ て抑制 され

て い る もの と考えられ る．連続反応 の 進行に ともな っ て

ゲル 粒子 内 へ 水分子が蓄積 し，こ れ にともない 酵素分子

の 安定性をもた らして い た多点結合がゲル の 膨潤に よ り

維持 で きなくなり，反応活性が徐々 に 低下 した と考え ら

れる，

　 ゲル 内 に蓄積 し た 水分子 を高濃度 AOT 溶液 と接触す

る こ とに より除去 し，反応活性 を回復 させ る こ とが で き

る．7・9）そ こ で 本研究 で は ， 連続反応 12 日間ご とに lM

AOT ！イ ソ オ クタ ン 溶液による蓄積水分子 の 除去 を行い

反応活性の 回復操作を実施 し た．接触操作は ，反応器内

で ゲル 粒子 を AOT 溶液 に浸積 し，24 時間接触 させ る こ

とによ り行 っ た．接触操作後，ゲル 粒子 を連続反応に再

度用い た結果，前段 と同等 の レ ベ ル に ま で 反応活性 の 回

復がみ られ，再利用 2回 目あ る い は 3回 目ともに同 じレ ベ

ル の 反応速度が維持 され る こ とが認 め られ た．

　以上 の 結果 より，オル ガ ノ ゲル 固定化 リパ ーゼは ， 定

期 的に高濃度 AOT 溶液と接触させ る こ とによ り長期間

安定 な反応活性 を示 し，連続的なエ ス テ ル 合成に利用す

る こ とが可能で ある こ とが示 された．本 系における連続

操作 で の 反応速度は ，平均し て 約 4．5 μMs 幽1 で あ っ た．

ただ し ，
エ ス テ ル 化収率と しては約 15％ で あ っ た．本稿

の エ ス テ ル 化収率は 必 ず し も高 い とはい えな い ．滞留時

問は 現在 24 時間で あるが ，たとえば96時間にする こ と

に よ り約 50％の収率を期待す る こ とが で きる，一
方，ゲ

ル の 充填率は本研究にお い て 3，5％ で あ り，これ を 7％ 程

度ま で 上げる こ とは比較的容易で ある．滞留時間を96 時

間と し，充填率を 7％ま で 高め る こ とに よ り約 70％ の エ

ス テル 化収率を見込む こ とが で きる．

要 約

AOT マ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン 系に ゼラチ ン を添加 し調
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製したゲル 組 織に C覦 漉ぬ   05α リパ ーゼ を固定化 し，ラ

ウリン 酸 ブチ ル 合成を行い ，反応活性に対す るゲル 相水

分量 の 影響を検討 し，反応律速を与 えるゲル 粒子径 と基

質濃度の 関係を求め T 連続的な反応操作を行い ，以下 の

結果を得た ．1）固定化 リパ ーゼ の 反応活性が WG ； 100

で最大値を示す こ とを明 らかに した．2）有効係数の 推

算を行 うこ とに よ り， 基質 の 液本体濃度 0 ≦ Cs ［mM 】≦

130 の 範囲に お い て反応律速 となるゲル 粒子半径の 実験
’

式（rMBG ［mm ］≦ 0，01　Cs＋ 0，7）を得た．3）バ ス ケ ッ ト撹

拌翼型反応器を用 い て連続 エ ス テ ル 合成を行 い ，高濃度

AOT 溶液 との 接触を通 じて ，固定化 リパ ーゼ の 反応活性

が長期間 （864時間 （36 日間））に わた り安定 に 発揮 され

る こ とを明 らか に した．

Appendix

　本稿に お ける反応律速 となるゲル 粒子 の 半径を与え る

実験式 （式 （1））を次の よ うに導出 した．

　1 基質の 不可逆反応 に 対 して ，（Al）式が求められ て い

る．

φ讒 謡講褊 1． v）
［↓・ 1・（1 ・9］

誼

猷1）

　こ こ で ， v ニKm （MBG ゾCsR，　 CsR＝Cs　x　Pで あ る・

　こ れ よ り，
一般化 Thiele　modulus （φ）の 関数として 有

効係数 ηを次式 に従 っ て推算する こ とが で きる．

（
1一言

η
φ　tanh （3φ）

’ 一
翻 （A2 ）

　（Al ）式中の VgtAg は球形粒子 の 場合 rMBG13 で あ る か

ら，φを rMBG の 関数と し て計算する こ と が で き，こ の φ

値に対し て （A2 ）式よ り ηを算出す る こ とが できる．

　本研究で は 2 基質反応で あ る ため ， ラウリン 酸 とブチ

ル ア ル コ
ー

ル そ れ ぞ れ に φ
ta，が

恥 を設 定 し，こ れ よ り

各 々 ijLA，η
BTA が求め られる．

　反応全体の 有効係ta　nyt° ta1 は η
ta と η

BTA の 積である の

で ，

η
tOta1ニ

η
LA　x η

BTA ≧ O．9 （A3）

を満たすφ， rMBG を（A1）（A2 ）式よ り求め る こ とがで きる．

AgCAOT

Cgelatin

Cs

C6R

De

Km （MBG ）

P

rMBGtVgVi

（MBG ）

Vmax（MBG ）

Vp
（MBG ）

W

WG

己
昌＝
口 号

： surface 　area 　of　MBG 　particle［mm2 ］

concentration 　ofAOT 　in　MBG 　phase
［mmol 　dm 曽3−MBG 　phase］

： concentration 　of　gelatin　in　MBG 　phase
　［％ w ！v−MBG 　phase］
； concentration 　of 　substrate 　in　organic

phase［mmol 　dm −3−organic 　phase】

： （：oncentration 　of 　substrate 　at 　surface 　of

　MBG ［mmol 　dm−3−MBG 　phase］
； effective 　diffusion　coe 旺icient　ofsubstrate

　in　MBG 　particle［m2 　s
−1
］

： Michaelis　constant 　in　MBG 　phase

　［mmol 　dm −s−MBG 　phase］
： partition　coefficient 　of 　substrate 　between

　MBG 　phase　and 　bulk　organic 　phase
　［mol

−MBG 　phase！mol −organic 　phase］

　radius 　of　MBG 　particle［mm ］

： reaction 　time ［d】

　volume 　ofMBG 　particle［mm3j

： initial　reaction 　rate 　in　MBG 　phasc　
．

Σ

　［μmol 　dm
−3−MBG 　phase　s

−1
］

： maximum 　velocity 　in　MBG 　phase
　［1imol　dm

−s・MBG 　phase　s
−1
］

： rea （：tion　rate 　of 　ester 　in　centinuous 　esteri−

　fication［μmol 　dm −s−MBG 　phase　s
一

畳

］

； molar 　ratio 　of 　water 　to　AOT 　in　w ！o 　micro −

　emulsion 　phase［mol −H20 ！mol −AOT ］

　 molar 　ratio 　of 　water 　to　AOT 　in　MBG

　phase［mol
−H201mo1 −AOT ］

＜Superscripts＞

BTA 　　　　： butyl　alcohol

LA 　　　　　　； lauric　acid

＜Grcck　letters＞

φ

η

τ

φ

： observable 　modulus

（≡ ηφ
2 ＝Vi（MBG ）rMBG219DeCs ）［

一】

effectiveneSS 　factor［一］
： residence 　time　［h］
： Thiele　modulus ［一］
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一
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