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1． は じ め に

　半回分発酵 とは，発酵中， あ る特定 の 制限基質 （1

成分また は 2成分以上 で もよい ）を発酵槽へ 供給する

が ， 目的生成物（菌休ま た は 菌体外代謝産物）は収獲時

まで 抜 きとらな い よ うな発酵法で あ る．こ の特性か ら

考え ると， 本質的 に は回分発酵に 属す る発酵で あり，

そ の 1 っ の 変形 とみ な され よ う．日本語 で は 別名，流

加法 と呼ばれ る．英語 で は semi −batCh　fermentationま

た は fed−batch　fermentation （菌体生産 が主 目的の 場

合 は semi −batch　cultUre また は fed−batch　culture）1・2）

と呼ばれ ，
cxtended 　culture とい う言葉 も時として 用

い られて い る．a・4） ドイ ッ 語 で は，　Zulaufs　verf 　Ilrenと

呼ばれて い る．これ らの 呼称の うち，se   一batchとい

う言葉は， 反 応 工学で は 既に確立 した用語 とな っ て い

る が，微生物反 応 の 半回分操作 に お い て は ， 供給 され

る の は微生物に摂取 さ れ る栄養物質 で ある場合が多 い

の で ，
fed・batch とい う言葉が一番適 切 の よ うに 思 う．

事実， 最近 の 英文の報文で は こ の 言葉 が多く見受けら

れ ， ほ ぼ定着した と言 っ て よ か ろう，

　 こ の 発酵プ ロ セ ス ない し操作法 で，一番古く （第 1

次世界大戦後で あるとい う） また
一

番 よく知 られて い

る例 は ，
パ ン酵母製造 に お い て ア ル コ ール の 生成をで

きるだけ抑え るために ， 低糖濃度を維持す る よ う に糖

を 逐次的 に 添加す る方法 で あろ う．5⊃ 流加法 に よ るパ

ン 酵母 の 製造 は t 後 に み る よ う に，今 日で もい ろ い ろ

改良が加 え られ て お り，工業的 に 重要な半回分発 酵プ

ロ セ ス で あ る．歴史上 ， 次い で現われた の は ， ペ ニ シ
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リン発酵 にお い て ，
エ ネル ギ ー

源 （た とえ ば，グル コ

ー
ス ，フ ラ ク ト

ー
ス な ど）とペ ニ シ リ ン の 前駆 体（たと

えば フ ェ ニ ル 酢酸）とを逐 次添加す る方法 で あ る。6）半

回分発酵 にお い て ， どの ような栄養物を添加基質とし，

ど の よ うに 添加す る か は，企業 の know 　hew に属 する

極秘技術であり， 工業的半回分発酵の 詳細を知 る こ と

は困難 で あ るが，相当数の 発酵が こ の 方法で行われ て

い る の で はな かろうか．

　半回分発酵の 利点は，培養液中の 供給基質濃度を任

意 に 制御で きる こ とで あ る．す な わち， 回分発酵で は，

必要な培地成分は すべ て ，
一度 に前以 っ て 加 え られ ，

そ れ らの 濃度 は ま っ た く制御 され な い で 微生物まか せ

で あ る．こ れ に 対 して 半回分発酵 で は，制限基質（類）

は 目的 に応 じて少 しずっ 供給され るの で ， 培養液中の

濃度を 最 適 に制御 で き る．一方，連続培養 （ヶ モ ス タ

ッ ト）で は， 制限基質 も含 め て すべ て の 培地成分が 一一

定 の 値 に 維持 さ れる．した が っ て ， 微生物の 置かれ て

い る環境制御 とい う視点か らす る と， 半回分発酵は 回

分発酵と連続発酵 との 中間 に 位置する発酵 で あると言

え よ う．現在，雑菌汚染，フ ァ
ージ汚染，あるい は突

然変異 な ど の 問題 に よ り，工業的な 連続発酵は，single・

cell　protein 生産 な ど 限 られた 発酵以外は実施されて

い な い し ， 今後も当分 は連続発酵が支配的とな る こ と

はな い で あろ う．ゆえに ， 回分プ ロ セ ス の 改良とい う

観点か ら半回分発酵 は ますます重視 され るで あろう，

　一般的に 言 っ て，あ る培地成分 の 濃度 の 大小が生産

性や収量に著し く影響され る よ うな場合に は半回分発

酵が従来の 回分発酵 より有利 で ある．そ の ような場合

と して は ， 次 の 6 っ の 場合が 挙げられ る．

　高菌体濃度 培 養
7−9，　 1i 当 た り 5e−−150　g　DCW

程度 の 高菌体濃度を達成しよ うとする時，そ れに必要
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な栄養素を一度に仕込 め ば高濃度 とな り， た とえ通 常

は基質阻害を起 こ さ な い と考 え られて い る よ うな 基質

で も阻害的 に 作用す る．よ っ て ， 栄養素 は流加 しな け

ればな らな い．

　高濃度基質阻害の ある場合
S
・
10

・
11，　 メ タ ノ

ール ，

酢酸 ， 芳香族化合物な ど， 比較的低い 濃度で も増殖阻

害 を 起 こす基質の場合は，基質を流加す るこ とに よ り ，

誘導期の 短縮と増殖阻害の 軽減が期待され る．

　グ ル n 一ス 効 果 の存在す る場合
5

，
7 ｝　 酵母（主 と し

て パ ン 酵母）の 培養 に お い て ，糖濃度が高 くなりすぎ

る と ， た とえ 溶存酸素が 十分存在 して い て も，糖か ら

エ チ ル ァ ル コ
ー

ル が 生成 し， そ れ だ け菌体 の対糖収率

が低下す る． こ の 現象 は， グル コ ース 効果 あるい は

Crabtree 効果 と 呼 ば れ る．12 ） よ っ て，糖濃度 は酵母

の 対糖収率低下をきた さ な い程度 に低く抑えなければ

な らな い．パ ン 酵母生産 に お い て，流加法が採用され

る ゆ え ん で あ る．

　異 化物抑制 （catabolite 　 repression ）を受ける場

合
e・13−19 ）　 グル コ ース の よ うに 容易 に 資化 さ れ る

炭素源 で 微生物を回分的に 増殖 させ る と，あ る種の 酵

素 ， と くに 異化代謝 に 関係す る酵素（群）の 生合成は抑

制 させ る． こ の 効果 は異化物抑制 （catabolite 　 repres −

sion ）と呼 ば れ る．そ の よ うな 酵素生 合成 の 抑制効果

に 打ち勝 つ 1 つ の 強力 な 手段が 流加法で あり，これに

よ っ て ，糖濃度 を低下 させ ， 増 殖 を 抑え，酵素 生 成 は

脱抑制され るの で ある．また ，
ペ ニ シ リン な ど の 抗生

物質 の 生合成代謝 に も異化物抑制効果が み られ，流加

法 は収量 の 向上 を もた らす．e，

　栄養要求性変異株 （auxotroph 　 mutant ）を用いる

発 酵
Z°）　 栄養要求性変異株を用 い る発酵で は，要求

され る物質を 過剽 に加え る と，菌体増殖の み が起 こ っ

て，目的代謝産物の 生成 は少ない．一
方，非常 に不足

の 場合も菌体増殖 は抑 え られ，そ の 微生物に よ る代謝

産物の 生成は少 な い，した が っ て ，そ の 中間に 最適濃

度があ る はず で あり，そ れを達成す る た め に は半回分

発酵を実施せ ね ばな らない で あろう．

　そ の 他　　Eremotheci＃m 　ashQyii に よ る リボ フ ラ ビ ン

生産に お い て ， グ ル コ
ー

ス あるい は イ ノ シ トール あ る

い は両者 の 微量逐次添加 に よ り収量 が増加す る とい う

報告が ある．21）

　 さて ， 半回分発酵の 要点は， 基質濃度を制御する こ

とで あ るか ら，そ の 中心 的問題 は，何 を 流加す るか と

い うこ とと ， い か に 流加するか とい うこ とで あ る．後

者 に は ， い つ 流加を開始す るか とい う問題も含まれ る．

前者を決定す るの は ， 微生物生理学，生 化学 ， 遺伝学

の 領域 に属する．エ ン ジ ニ ァ リン グは後者 とか か わ り

が ある．流加 の 仕方に よ り， 半回分発酵を分類す る こ

とが 可能 で あ る，Table　1 に， 1 っ の 分類を 示 した．

以下 ， こ の 分類に 従 っ て ， 著者 らの 研究を中心 に説明

する．

2．　 フ ィ
ードバ ッ ク 制御の な い半回分発酵

　 こ の 半回分 発酵で は，基 質 の 流量 はあ らか じめ設 定

された通 りに変化す る．こ の 方式 は， 次の 思想的背景

に基 づ い て い る．す な わ ち，フ ィ
ードバ

ッ ク制御を伴

わ な い 方式 で も，そ の プ ロ セ ス を表現す る数式 モ デ ル

が 正 確 で あり， 接種菌 の 生理 的条件や培養の 初期条件

を一定に 保て ぱ，培養経過 が 予期した状態か ら著 しく

はずれ る こ と はな く， 再現性 よ く実施で き る．通常の

無機反応や有機反応 に比較すれば ， 微生物反応は遅 い

の で ， こ の こ と は十分 認 め て よい で あ ろ う．ま た，フ

ィ
ードバ

ッ ク制御方式を採用す るに して も，そ の 制御

系 の 設計に あた っ て ， 半回分発酵の 数式 モ デ ル は多 く

の 情報を提供す る．

　半回分発酵の最も簡単な数式モ デ ル は次 の よ うであ

る．

d（鵬 ）
d君　

＝
μ
’vx

　　μ
一9（5 ）

d
叢の r ル・

厂 ÷
d
競

κL
…

　 　 　 　 　 　 　 ∬

　冨 紡 一k・aP

（1）

（2）

（3）

（4）

Table ユ．　 CIassification　of 　fed．batch　fernlentation（or 　culture ），

〔A＞w 孟thout 　fc℃ d−back　control

　　　constantly 　fed−batch

　　　exponentially 　fed−batdh

　　　optimized 　fed−batch

　 　 　 others

（B ）with 　feed椿back　control

　　　　indirectly
　　　｛　　　　direct王y
　 　 　 　 constant −va 玉ue 　 controL

　　　｛　　　　PTogra皿 control

　　　　optimal 　control
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た だ し，

r ＝h（μ）＝h｛9（s）｝

　　1d （vx ＞
Pt≡

’
lff　 dt

　　 ld （ψ）
T ≡ 1『
　 　 vx 　 dt

（5）

（6）

（7）

　（1）式は徼生物 の 増殖速度式 で あり， そ の 中 に 含ま

れ る比増殖速度 μ は （2）式 に よ り培養液中の 流加基質

濃度 ∫ の 関数 と考え る．体積変化がある場合，μ は （6）

式 の ようになる．すなわち， （1／vx ）d（vx ）tdtが真の μ

で あり， こ れ以外 に はな い． （3）式は流加基質に 関す

る物質収支式で あり，右辺 第 1項は流入項を，第 2項

は菌体生成速度か ら逆算した基質の 消失を，第 3 項は

維持代謝の ための 基質消失を，そ れぞ れ表す．さらに，

基質が揮発性の 場合は，通 気 に よ る損失 も考慮せ ね ば

な らない かも知れな い．なお，流加基質を構成す る主

要な元素 に 関与する収支（たとえば，炭累収支）を考え

る場合に は ， 菌体の 元素組成 と すべ て の 代謝産物 とを

考慮せ ね ばならない ．（4）式は，培養液体積の 増加を

表 し ，
k。 。P は 通気 に よ っ て 廃気 ガ ス と と もに 失われ る

単位時間当た りの 水分で ある．短時間 の 発酵 に おい て

は，kvaPを考え な くて もよ い が，抗生物質発酵 の よ う

に長時間 を要 す る好気発酵 で は，通気 icよ る 水分蒸発

も無視で きない．2a）なお，嫌気発酵の場合は ，
　 kVaP・0

で あ る こ と は 自明 で ある。（5）式 で，発 酵 に お け る速

度論に おい て しば しば採用 さ れ る考え に従 い ， 生産物

の 比生成速度 π が μ の 関数で あ る とす る．（2）式に よ

りμ は s の 関数 で あ るか ら，r は s の 関 数 とな り，（5）

式 は ，
S を制御すれば π が制御で き る こ とを示して い

る．（1）〜（7）式は，体積変化を考慮した場合の 数式モ

デ ル で あ る が，流加基 質が 液体で ある場合や ， 基質が

濃厚水溶液である場合に は ， 体積変化を無視して もさ

しう かえない 発酵 もあろう． そ の 時 は，（1）式は dxl

dt＝PtX と な り，（2）式 で は f，Sf− fs（質 量 流量）とお け

ば よ く， （4）式 は な くな り，数式モ デ ル は簡単に な る．

　定流量 半回分発 酵 （Constantly　 fed・batch　 fer・

mentation ）　 fvあ るい は fsが
一

定 の 場合で 最 も簡

単 な 半回分発酵で ある．従来 の 半回分発酵は大部分こ

れ に 属する．2・e・ls
『ls＞ こ の 半回分発酵 の 数学的解析は

著者 ら，s・2s・a4 ）Pirt
，

25）　Dunn と Mor2e ） に よ っ て な さ

れ，ほ ぼ 完 成 した．著 者 ら は，（1），（3），（4）（k ＃。 尸 0

を仮定 した）式を次式の よ うな形 で 無次元化 し，g （S）

として M ・ n ・ d 式 （μ 一
μ ，、a＝

・sl （ks＋ s））を適用 して ， 計

算 機 を 用 い て 数 値 積分 し，種 々 な 初期条件 ・ 操 作条件

に よる こ の培養系の 挙動を調 べ た．

x ＝

s＝
ヨ6＋ x 。1kv

θ＝μ脚 ガ’

　 　 　 　 ks
Ks＝

Xe 十 kvlSo

　 　 ∫

　　50 十 Xolky

v− vlv ・

iZ・＝i‘1Ptm。。

（8）

　一般 に，基 質溶液が 流 入 す る こ とに よ っ て 培養液体

積が 増加す るが ， そ の 影響（希釈効果）を基質自体の 供

給速度 （”・fv∫／
＝＝fs）と独 立 に 考え た の が 著者 らの 解析

の 特徴で あ る．す なわち，

書一・・
一・（互 ＋σ

畏

Pw　 　 ρt ）
fs，fw，　C，　m は次式 で無次元 化 され る．

Fs＝

F四諞
一一

（∫。十 xo ！ky）v 。Pt・・ax

10− 3fw

【σ
　

帆

禽

＋

　

馬

　

篇
　

瓦

ン

傭

祕

働

＝M

PwVoμmax

10−ec

（
　　　　　 XoSo

十 ky）

（9）

（10）

fsを一
定 に して ，

　fw を変化 させ れ ば ， 希釈 の 効果が

わか る．結果は，Fig．1 に 示すよ うに，時間対菌体総

量 の 関係と して最もよ く整理 で きる こ とがわか っ た．

この流加方式の最大の特色 は，直線増殖が起 こ る こ と

である．しか し ，
S ・＞ Ks か F 。＞ 1．0 の 時は，そ の 前

lC指数増殖期が 現われ る．　 Fig．　2 か らわ か る よ うに ，

こ の指数増殖か ら，直線増殖 へ の 移行は き わ め て急激

で あり，直線増殖期で は μ はず っ と低 くな り，時間的

に あま り変化 しな い ．無次元 菌体濃度 x は，Fig．　3 に

示すよ うに ， 初期条件と希釈 の 程度 に よ っ て い ろい ろ

な場合が起 こ り，減少する こ ともある．また，F、
＝ ・Fv

の 時は，時間が経過する と X − LO とな り， 菌体濃度

が 時間的 に変化せ ず
一

定とな る，と くに，X ・
− 1，0，　F ，

・−Ft の 時 は最初 か ら X ＝1．0 とな る．　 Pirtは，こ の よ

う に，定流量 半 回分 培養に お い て 菌体濃度 が 時間的 に

変化 しな い 状態を
‘
準定常状態 と名付けた．2S） しか し，

菌体濃度が時間的 に 変化す る か どうか は，微生物の増

殖 の 程度と希釈 の 程度の 大小 に よ っ て 決 ま る の で あ っ

て，微 生 物の 置 かれ て い る環境の 状態か らすると， 後
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（
↓

X
＞

10

5

　　　　　　　　　　　 0 （
一
）

Fig．1．　 Total   ll　mass ，　VX，　as　a　fUnction　of 　time ，
　　θ，fbrκ3

＝0．005　and 　Fs＝3．0
，
1．O　or 　O．2．　Th ¢

　　solid 　Lines　 are 長）r　Fv＝＝O．0〜 2F5　 and 　M ＝O．0．
　　The 　broken　lines　are 　fbr　Fs＝O．2，　F ワ

＝ 6．O　and

　　M ＝O．0．　 The 　chaillcd　lines　 are ｛br　Fs　＝1．0
，

　　F σ
＝0．0〜2．OandM ＝ O．05．

　　The 　symbols 　A ，　B　and 　G 　show 　traρ
si盛on 　pohlts

　　from　exp ・ ncnda1 　gr・ wth 　phase　to　linea・ grow 止

　　phase．

述 す る よ うに，直線増殖 期で は s ＝ const ．で ある か ら，

準定常状態に あると言 え る．S の経時変化を Fig・4 に

示す． こ の 図 よ り，S は指数増殖か ら直線増殖 へ 移行

する時点 で きわ めて急激に （数百分の
一

に ）減少 す る こ

と，直線増殖期 にお い て は ，
S は Ks よ り低 い とこ ろ

で ゆ る や か に 減少 しそ の 値は Fv に は よ らな い こ と，

な どが わか る．凡 を変え た 時，直線増殖期に お け る

s がどの よ うに 変化す るか は興味あるが ，
Fig．　5 か ら

わ か る よ うに ，
Fs を 0．1か ら 100まで 変えて も，　 S は

い ずれ も Ks よ り低 くさほ ど変 わ らな い と言え る．

　以上 の 数値計算 の 結果 に基 づ き，定流量流加法を 2

っ の 増殖期 に分け，そ れ ぞ れ に つ い て 近似式 に 導い た．

ま とめ て Table 　2 に 示す．

　次 に，Table 　2 の 不等式や近似式 が 実際ど の 程 度有

効か ど うかを検証するた め ， グ リセ リン あ るい はそ れ

の 水溶液を定流量 で 供給し，
Enterebacter　clOacae 　NCIB

8271を培養 した．グ リセ リ ン を 選 ん だ の は ， 水と完

全 に 混合す る液体で ある から，基質 の みの 流加か ら希

（
↓

は

1．0

O．5

　 　 O
　 　 O　　　　　　　 5　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 10　　　　　　　 15
　　　　　　　　　　　　0 （一）
Fig．2．　 Var 藍atiQn 　in　dimensionless　speci 丘c　growth
　　Tates 　iZ　w 三th　dimensionless　time θ　fbr　the　case

　　of 　K ，
　＝O．eOs　and 　F5＝02 ．　The 　solid 　l藍nes 　are

　　fbr　Fv　＝：O．0，0．1，
020r 　O．4　and 　M ＝二〇．0．　The

　 　 broken 　lines　are 　fer　Fv＝6，0　and ル「＝O．0，　 The

　　chained 　lines　 are 　fbr　Fv　＝＝O．0，0．1，020r 　O．4，

　　ノ匠＝0．05and 　Xe ＝1．0．　The 　vaiues 　of βi皿 止 e

　　exponent 三al　growth 　phase　Ibr　Fv＝0．0
，
0．1，0．2

　　0r 　O．4
，
　M ＝＝O．05　and 　Xe＝0・050r　O・2　are 　almost

　 　 the　 8a 】ne 　 ag　those　正br　M ＝0．O　and 　the　correr

　　 sponding 　values 　of 　Fv　and 　of 　Xe・

2．o

1，5

（
↓

X

1．0

O．5

o，2

　　　ら

06
　　　 5　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 10　　　　 　　　 15

　　　　　　　　　　　   ←）

Fig3 ．　 Time−course 　 of 　d量mensio 双 less  11　 Gon −

　　centra 丘o 職
，
　X 〔br　2て3 ＝0．005　and 　Fs＝＝O．2．

　　The 　values 　ef 　X 　in　cxponent 玉al　growth 　phase
　　最｝rM ＝．O．05　agree 　wkh 出 05e 　fbrルf＝0．0．

薄水溶液 の 流加 まで 広 い 範囲が取れ，流量と流加液中

の 濃度 とを組 み合わ せ れば ほ と ん どあらゆ る場合が カ
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（
↓

ω

1．0

0．1

o．Ol

O．005

OOOI

　 　 01234567
　　　　　　　　　　　 0 （一）
Fig．4．　 Relationship　between　S　and 　e　for　the　case

　　 of 　Ks ＝0，005
，
　Fs＝0．2

，
　Fv≡0．0，0．1，0．2，0．40r

　　6．O　 and 　 M − 0．O　or 　O．05．　The 　figure　 on 　 each

　　line　 represents 　 the 　 value 　 of ・F ，．　 The 　breken

　　夏ines　 are 　for」（5 − 0．005
，
　Fs＝02

，
　Fv　＝＝6．O　and

　　M ＝O．O．　The　chained 　lines　are 正br　Ks＝0．005，

　　Fs置0．2　 and ルf＝0．05．　The 　values 　of 　S　in　ex −

　　ponential　growth　phasefbr　M ＝O、05　are 　slighdy

　　different　 frem　th（rse　for　M ＝・O．0
，
　but　 are 　olnit ・

　 　 ted 　here，

バ ー
で き る か らで あ る．Fig．6 と Fig．7 は 希釈 しな

い で，グ リセ リン の み を 流加した場合で あ る．X，　S の

経時変化 の 実測値 と近似式と は よ く一致 して い る・特

徴的な こ と は ， 指数期 か ら直線期へ 移行 す る 時点 で

DO が 急激 に増加す る こ とで ある．こ の こ とは ， すべ

て の 実験 に お い て 認め られ，定流量流加法に お け る培

養経 過 の モ ニ タ リ ン グと して きわめ て 有 効 で あ る．

Fig．　8 と Fig．　9 は，グ リセ リン 水溶液 を流加 した場合

で あ る．希薄溶液を 多量 に 流加す る と，指数増殖期で

も x は 減少 す る，Fig．10 は x が ほぼ一定とな っ た 例

で ある．条件 に よ り， 他 ICもい ろい ろ経時変化の パ タ

ー
ン が ある が ， どの よ うな 場合 で も，

Table　2 の 近 似

式が よ く適用 で きた．こ れ らの 近似式や不等式は，定

流量半回分培養の 設計
・
運転 に有効 で あ る．

　な お ，
Pirtは，半回分発酵で 収穫時に 発酵液を

一
部

残 し，同 じ発酵槽内で 次の 半回分発酵 の 種菌 と して 使

（
1

）

の

0．01

0．OO5

O，001
　 　 　

　 　 O
　 　 　O　 　　　 　　5　 　　　 　 10　　　　 　 15
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 e ← ）

Fig．5，　 Time−course 　of 　S　in　linear　growth 　phase

　　With　each 　 value 　 of 　Fs　 as 　paramctcr 　for止 e

　　 case 　of 　K ε
≡O，005．

い ， こ れ を繰 り返 す よ うな 操作法を
“Repeated 　fed−

batCh　fermentation（culture ）
”

と呼び ， 通例の 回分発

酵 と生産性 に つ い て 理論的 に 比較検討 して い る．1fi・27）

また ， 定流量半回分培養に よ り微生物 の 維持代謝係数

m が実測で きる．2s，

　定流量 半回分培養 で は直線増殖が 起 こ る こ と は，古

くか ら報告され て い る．29・so＞

　指数的流加法 （Exponentia 皿y　fed−batch　culture ＞

微生物 の 増殖 は理想的 に は 時間に 関して 指数関数的で

あり，ケ モ ス タ ッ ドで は流量に よ っ て S を制御 しμ を

一
定 に 保 っ て い る．よ っ て，半回分操作 に よ っ て も μ

を
一

定 に 保つ よ う s を制御 で き る はずで ある．（1）〜

（4）式 に お い て，微生物が指数的 に 増殖するた めの 条

件は 次 の よ うで あ る．

　体積増加を考慮 した場合 ：

寛：襲詞 　　（・1・

　体積増加が無視で き．る場合 ：

　　　；i：礁 岬 ｝　　 ・・2）

　 （11），（12）式か らわかるよ うに ， 流量を時間 に 関し

て 指数関数的 に 増加 させ る こ と に な る の で ，こ の タ イ

プ の 半回分操作を指数的流加法 と呼 ぶ こ と にす る．こ

の 操作方式 で は ，
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Table  2.The  equations  characteristic  of  constantly  fed-batch culture,

1) The  condition  for attaining  lincar growth  fr

     
so=sO

 )
     .f}$xovouma=tky J

2) xandsin  the exponential  growth  phase:

             voxa  eXP  (Stmaxt)
      x= ± IOLS(.tlvtpw+Ef}tps)l+vo

,At-Fvo(so+xolky)-(voxolkv)

om  the start  of  substrate-feeding  :

s=

exp  (ltma=t)

3)x  and  s

 
'
 10La(.fivlpw+Efl/ps)t+vo

in the  linear growth  phase (m== O) :
kg{At+vo(so+xotky)L

(1)

(2)*

x==IO-B(.f;otpw+of11ps)t+vo

           ksfs

(3)*

s=
 (ltmaxt71)f}+pa"amvo<so+xolkv)
ip the succeeding  growth  phase with the

.f}lm-<Alm-vTxT)
 exp  {-mkv(t-tr)}

(4)*

4)xandsx== case  of  m#O:

      
S==

 pamat.f}tm-(Atm-vTxT)(Mky+"max)

5) Equation  of  the  transition time, tr:

     Voxoexp(s4",axtT)=kyJktT+vo(xo+sokg)

(5)

10LS(.fLotpw+gf}Ips)t+vo

 ksmky(.f)lm-vTxT) exp{-mky(t-tT)}
exp  {-mk,(t-tT)}

(6)*

(7)

(8)
*
 In these equations,f}t+ve

  gQod  appreximation.can

 be substituted  for 10-S(.fLplpw+£fllps)t+vo with

x--=b-xo-iA-savm

to

5

oO
 ; 2 3  Ole

 (hr)2345

100

50

o

{l/i:.sKgmsvoa

Fig. 6. Time course  of  a  batch culture  fo11owed

   by a  constantly  fed-bacth culture.  In the

   comstantly  fed-batch culture  undiluted  gly-
   cerol  was  fed into the  fermentor and  the in-

   itial glycerol concentration  was  nearly  zero

   (A =9.20  glhr, .f;o
 -::  O.O and  vo  t-t  2.84 l) .

   The  solid  lines passing through  the  experi-

   mental  data efx  in the exponential  and  in

   the linear growth  phases represent  eqs,  (2)
   and  (4) in Table 2, respectively.
   The  solid  line passing through the experi-

   mental  data ofs  in the exponential  growth
   Phase of  the constantly  fed-bacth culture  re-

   presents eq.  (3) in Table 2.

oA's-mvut521as

O.2O.1O.05O.02O.Ol

Fig,

x--.-v

ll::s-ggS8

   

              e <hr)
7. Time  course  of  a  constantly  fed-batch
culture  with  undiluted  glyceTol feed into the
fermentor and  the initial glycerol  of  4.0gtl
(.fl=5.38glhr,.fLv==O.Oandve==2.90l).
i:e:,z?'hd.Mmff,eas,s'rlg.f2;O,".g.h..ee･.eie.'.Pdelfi
the   linear growth  phases represent  eqs.  (2)
and  (4) in Table  2, respectively.  The  solid

line passing through the experimental  data
of  s in the exponential  growth  pltase repre-

sents  eq. (3) in                    TILe solid  line pass-            Table 2,
ing through the experimental  data of  s in the
linear growth  phase represents  eq.  (5) in
Table 2 assuming  ks=O.345glL
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言
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1°

萋
　 　 ）

00
　 　 0
　 　 080

　　　　　　　　　 e （hr）
Fまg．8．　 Time 　courses 　of 　consta 皿 tly　fed−batch　cul ・

　　加 res 　with 　fc℃ ding　of 　dilute　aqueous 　solu 廿on

　　of 　glycerol　and 　the 　initial　gly  rol　concen −

　　trations　of 　almost　zeros （case 　1 ：f，
＝0．79391

　　hr，　fσ
＝98，5g／hr　and 　vo ＝＝1．90 ’；case　2：プ｝一＝

　　0207glhr，
　f． 　一　103　gthr　and 　 v σ

＝1．95の．
　　The 　solid 　lines　pass血 g　through 出 e　experi −

　　mental 　data　of 　x 　reprcsent 　eq ．（4）in　Table 　2．

〔i） s＝so とな り s は培養期間中一定 に 保 たれ る。

〔ii｝ μ
＝ん と な り，μ は k≦pam。x の範囲で 外部か ら任 意

　に 制御で きる．

とい う 2 つ の ユ ニ ークな特徴があ る．こ の 2点 か ら し

て ， 指数的流加法 はヶ モ ス タ ッ トに 類似して い る．

　 こ の タ イ プの 流加法は，
パ ン 酵母の 培養 にお い て ，

一定の 時間 に 増殖す る菌体量 か ら必要糖蜜量を 計算 し

添加す る方式に 起源を発す る．5 ）また，Martinと Fa1−

senfeld は ， 指数関数的に 基質の 添加 を増加すれば ，

微生物 は そ の 添加の 指数 と等 しい 値の μ で 増殖す る こ

とを示 した．Sl｝ しか し， こ の 流加法に 関す る前述 の よ

うな数学的解析は ， 著者ら
10）や Lim ら

s2）に よ っ て な

さ れ ， ほぼ 完成した．

　 こ の 流加法は ， メ タ ノ
ール の よ うに ， 高濃度で は誘

導期の 延長と増殖速度の 低下を示す基質を用 い て ， 最

短の 時間で 可能 な 限り多量 の 菌体を得 るの に 適 して い

る．1°）著者 らは，さ らに ，こ の よ うな 高濃度基質阻 害

の あ る場合 の 指数的流加法は，s が dg〔∫）lds＞ 0 の 範

囲で は安定 ， dg（s）ノds≦O の範囲で は 不安定 で ある こ

とを 理 論・実 験面 か ら示 した．Fig．11，　Fig．12 は それ

ぞ れ k＝O．17hr一  O．09　hr”t　 Iこ設定 し dg（s）1d∫＞ 0 の

範囲で メ タ ノ
ー

ル を流加基質とした実施例で あ る。い

《
0

　

5

4

ll：
夏 冨 1

1。。 1
　　言

　　蕈
・。 里
　　蓉

　 　 　0　　　 　　　 　　　　 　　　　 　　　 0
　 　 　 0　 　　 　 　　 　 5　 　 　　 　 　 10

　　　　　　　　　 e （hr｝

Fig．9．　 Tine 　 course 　 of 　 a 　constantly 　fed−batch

　　culture 　with 　feeding　of 　very 　dilute　aqueous
　　 solution 　of 　glycerol（丿る＝7．309／hr，fw＝80591
　　hr　and 　Ve＝0．65り
　　Thc　solid 　lincs　passing 　through 　the　experi ・

　　mental 　data　 of κ and 　of ∬ ep 【oscnt 　eqs．（2）
　　 and （3）血 Tablc　2，　respectively ．
　　The 　 cha 三皿 ed 　line　 represents 　the　 theoretical

　　variation 　in　cell　concentration 　estimated 　by
　　eq ．（4）in　Table　2．
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Fig，10．　Time　course 　of 　constantly 　fed．batch　cu1 ・

　　tUre　in　whiCh 　a
‘‘
quasi・steady 　stat ♂ was 　attai −

　　ned （fs＝O．36791hr，ル 富91，5g／hr　and 　vo − 1．86
　　’）．

　　The 　sdid 　lines　passing　through 　the　experimen ・

　　 tal　 data　of 　 x 　in　the　expOnential 　 and 　 i皿 dle

　　linear　growth 　phases　r町 ｝resent 　eqs ．（2）and （4）
　　in　Tab 互e　2

，
　respcctively ．　The 　solid 　line　pass呷

　　ing　through 　the　expe 通mental 　data　of 　5　rcpre 牾

　　sents 　eq ．（3）in　Tab 亘e　2．

ずれも，μ
＝k と な り， か つ ，s − const ．とな っ て い る．

Fig．13 は dg（s）1dS＜ 0 の 範囲で 実施 した例 で あ る．　 s
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Fig・11・ Exa皿 ple　of 　th。 血 ne 　course ・f （xp ・n −

　　entially 　fed−batch　cUlture （EFBC ）三皿 stable

　　region ，　which 　fbUows　a　batCh　cultUre ．

　　Conditions： k＝0．17hr−lt
　xo＝0．15g μand 　kv

　　＝0．3919．
　　

一
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Fig．12．　 Time 　 course 　 of 　exponential 　fed−batch

　　culturc 　in　stable 　region 。
　　Conditions： k−−O．09hr一1，訂o＝0．098　gli，　and

　　ky＝0．39’9．
　　

一
●
一

： Cell　concentrat 三〇 n
厂 △ 一

：Melhanol
　　 concentratiQn

，　
一

（）
一

；　Integral　amoullt 　of

　 　 methanol 　focd．

は一
定 と は な っ て い な い．

　（11）式あ る い は （12）式 に従 っ て 流加すれ ば ， 理想的

に は vx − VeXoeht
，
　s・＝・s  （censt ．）とな るわけであるが ，

s・ と初期流量fs・ を正 確 に 設定す る こ とや ，パ ラ メ ー

タ kv，　ks　 Vo
，　”m 。 x を正 確 に 求 め る こ とは困難 で あ っ て，

 

20
雇｝
50

堂
亀

　 　 　

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Time （hr｝

Fig．13．　 Time　course 　 of 　exponelldal 　fヒd・batch
　　culturc 　h夏 un 曝table 　region ．
　　Condidons： ん＝0．16hr『1

，
潔 o＝1ユ69μ，　a ロ d

　　k
び
＝0．3919．

　　
一●一：Cell　cencentration

，
一△一： Methanol

　　COnCentratiO 几 ，一一〇一
： Integral　 amOUnt 　Of

　 　 methanol 飴ed ．

ど うして も大な り小な り不確か さ （誤差）を含 む．

Kishimoto は， シ ス テ ム パ ラ メ
ー

タ や 初期条件の 不

確かさが，シ ス テ ム の挙動 （理 想状態 と して の 指数増

殖か らの 偏倚） に どの よ うに影響するか を感度解析 の

手法を用 い て 明 らか に した，33）最 も正 確 に 求 めた り設

定 しなければな らない の は，Ptmarと k とで あ る．

　
一

般 に ， 細胞内に存在す る物質を短時間で 多量 に 生

産 しよ うとすれば，μ nt。 。 附近 で，指数的流加法 を 行

い ， 最終菌体濃度を可能な限り増大さ せ る こ とで ある．

メ タノ
ー

ル 資化性菌 に よ る ビ タ ミ ン B12の 生産が こ の

例で ある．著者 らは，バ ク テ リア の 1株を指数的流加

法 で 培養 し，
50時間 で ビ タ ミン BiS　2．46　mgtt とい う

成績を得た．1°）こ の 値 は ， 当時と して は ， 非糖類を炭

素源 として 得 られた ビ タ ミ ン B12 生産発酵 の 既 往の 研

究 よ りはるか に高 い 値で あ っ た 。

　最適化半 回 分 発酵 （Optimized 　 fed−batcll　 fer・

mentation ）　 前述 の 2種類の 流加法は ， 基本的な

もの と して 意義が あ るが ， 半回分発酵 に よ り菌体外 に

分泌す る代謝産物を生産 しよ うとす る場合，流量 は 目

的に 応 じて 最適 に 変化 させ るべ きで あ る．こ の よ うに

最適化 され た半回分発酵を最適化半回分発酵 と呼ぷ こ

とに する．FiShman と Biryukov は ，
ペ ニ シ リン 発酵

lC対す る数式 モ デ ル を提出 し ， 与え られ た 時間内で 最

大 収 量 を 得 る た め の グル コ ー
ス 溶液 の 最適流量変化を
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決定 した ．34 置提出 した モ デ ル に は，パ ラ メ
ー

タ
ーが 9

個含ま れ，そ の数値 の 決定 ， およ び最適化 に は相当な

計算が必要で あ っ たと想像 される．Ohno らは， 以前

彼 らが 実験で 決 定 した 数式 モ デ ル を使 っ て ， リジ ン 発

酵の半回分操作を最適化 した．2°〕適用 された 数学的手

法 は，グ リーン 定理を基礎 に した試行法 で あ る．

　著者 らは，半回分発酵の 最 適 化 を工学的観点か ら一

般的 に論じた．3SI シ ス テ ム 方程式 （1）〜（7）式 （ただし，

（4）式にお い て kv。P− O と仮定）にお い て ， 初期条件

x ・・：Xo
，
　v・＝Va

， を 与 え て ，　f， ≧e，　vxK （vx ）m 。x とい う束縛

条件下で 収量もしくは生産性を 最大に す る に は，S ・ を

い くらに し fvを ど の よ うに 変化させ るべ きかを 考え

る．す な わ ち，

　　画 ρ，イ ∫ゐ（・）
’
・x ・dt− m ・x ・

た だ し，
t
∫ は 固定．

　　Jltf−　VfPf ／tf− → max ・

た だ し，tf は 自由．

（13）

（14）

（1）〜（7）， （13），（14）式は次の 4 つ の特徴を持 っ て

い る ：

｛i） x は い つ も v との 積として 現われ る．

〔ii）

　 み に 依存 し，tや fvを 陽 関数的 に 含 ま な い．

fvを陽関数的 に 含まない ．

 

目的関数 の （13）式あ るい は（14）式は μ と vx との

シ ス テ ム 方程式 （1）は μ と vx の み の 関数 で，　 tや

V は次式 の よ う に μ と VX の 関数 と して 表 せ る．

｛・
一

・
（・・）一・f｝v・

一
ル 1・・＋ ・ ）脚 漉

（15）

最適 な u （T ）と X （T ＞が 求 ま る とそ れを （15）式 IC代入

して v （り が求まり，（4）式 よ りそ れ を tlこ関 して微分す

る こ とに よ りfv（t）が始まる．詳細は原報35｝ に ゆずる

が ， 解は次 の 3 つ の パ タ
ー

ン の うちい ずれか で ある ：

（A ）

（B）

（c）

u 。Pt・・u ＊
　 O≦　T ≦　Tf

：lll：羅
≦ τ

急 。 Tf ｝
UeP

’
富COIIst 凾　　　　0≦ r ≦ T

ノ

（20）

（21）

（22）

x 対 n の 位相面 で示すと Fig．14 の よ うで ある．　 u＊
は

次式で 与えられる．

　
榔

　　 ゐ⊥

”
（の

ゐ　 　 　 　 　 　 　 　 ぬ ＝T − 　Ts
　 ε

ゐユ（の一ゐ1
’
（のu

こ れ に対応す る X は次式で与え られ る．

　　　 x 　　hi（u 。）− hl’（μs ）Us

　　　 Xs
一

　 h，（u ）
− h’（u）u

v＝
9
−1
（μ）

− Sf

　こ れ らの 特徴 よ り，，f，　20 と い う束縛条件をひ と ま

ず置くと，問題を単純化で きる．す な わ ち ， （1）式 と

（5）式だけを用 い て ， μ を操作変数 ，
vx を状態変数 と

して，最適な μ を決定する方法で ある．単純化された

問題 を一般的 に解 くた め 次の よ うに 無次元化す る ：

x ＝・vxlVOXe
，
　 u ；

μ；Ptm砌 ，
ア＝

μ 脚 ガ ’

問題は，

　 　 　 dX
　　　吾ア

譁躍

Jf− f、

Tf

　h・（の耀

（16）

（17）

（18）

（17）式を シ ス テ ム 方程式と し，．（18）式で定義 され る

J／ ま た は Jfl　Tf を最大 に する U （T）を求 め るこ とで

あ る．た だ し，次 の よ うな束縛条件がある，

　　　Xo ＝ 1
，
0≦ u ≦ 1，1≦ X ≦ Xmar　　　　　　　　（19）

（23）

（24）

解 の パ タ
ー

ン （G）は h1（の一hl’（u ）u ＝・O を満足す る u で

あり，
U は一

定 とな るか らこ れ は 前述の 指数的流加法

に ほ か ならな い．こ の よ うに最適化手法を使 っ て も指

数的流加法と なる場合がある の は興 味あ る こ とで あ る．

　以上の
一般解を もとに，次の 4 つ の 聞題 が解ける ：

（1 ）Xf ： 自由，　 Tf ： 固定とい う条件下で Jf を最大に

す る こ と，〔ii）　Xf ： 固定，　 Tf ： 自由とい う条件下 で Jf

を最大にす る こ と，um　Xr ：固定，　 Tf ：固定 と い う条件

下 で Jf を 最大 にす る こ と，　av）　xf ： 自由，　 Tf ： 固定と

い う条件下で Jf1　Tf を最大 にす る こ と．

　さて ， 上述 の 単純化 され た解で は，f，≧0 とい う条

件を無視 して い るの で，最適経路 に 沿 っ て fvを計算 し

た時，負 に な るとこ ろで は実行不能 で ある．こ の よ う

な 事態は発酵初期に 起 こ る恐れが ある．そ の よ うな 場

合 は ， 準最適操作として
‘

最初回分操作を行 い ， 次 い

で ，もとの 最適経路 （U ≡U＊
）に 沿 っ た 操作

’
を提唱 し

た．X 対 u の 位相面 で 示すと Fig．15 の よ うに，　AoAi ，

1．o

翌
ミ

↓
コ

　 01．O　　 　　　　　 　　　　　 　　　　　 　　　　 其m．属
　 　 　 　 　 　 　 　 X ｛昌vx 桃 Xo ｝

Fig．14．　 Three 　possible　 opt   31 　trajectories　of 　u

　 　 vs，　X ，
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デへ

至　

曇

　 Ol．o　　　　 　　　　　　　　　　　　　　 隔 匠
　 　 　 　 　 　 　 　 x （＝vx ノ％ Xo ）

F三g．15．DterUlination　 of
‘‘
s廴鼠boptimal”　 traje−

　　 ctories 　of 　u　vs ．　X 　f［）r　cases （A＞and （B）．

BoB 、B 、

’B1 を，　 Ao’Ai，　B ・

’B ］、に 置 き変 え る こ とで あ る．

こ の よ うに して 求 め た準最適操作が 最適操作 と此較し

て ど の 程度有効 で あるかを知 る た め，h，（tl）＝・蝦 1．05

− ll）とい う関数形 を与 え ，実際 に ありそ うな 数値を 代

入 して計算 した と こ ろ ， そ の 差 は高 々 数％ で あ る こ と

がわか っ た．実際の 流量 変化を 計算して み る と Fig．　i6

の よ うに な り， い ずれも時閥 と と もに流量力 増大 して

ゆ くパ タ
ー

ン を 示 して い る．

　 こ こ に 提出した半回分発酵 に お ける代謝産物生産 の

た め の 最 適流量 変化を求 め る 1 つ の 簡単な 手法 は ，
π

対 μ の 関係 が どの よ うな形 で も適用可能 で あ る．

　 しか し，上 述 の 理論は， 合成培地また は半合成培地

の 場合は うま く遍用 で き る で あろ うが，天 然培地を 用

い た 場合 は，発酵経過 も複雑 で あ・
っ て 最適化 は容易 で

ない．著者 らか 試み た ロ
ペ プ ト ン

ー
無機塩培地 に よ る

B 爾 π獅 megateriurn 力協 の 菌体外 β
一
ア ミ ラ

ーゼ 生産 が

そ の よ い 例 で あ る．sa ） こ の 酵素 の 生成 は グ ル コ ース で

回分培養 して も契化物卸制を受け ， ほ とん ど酵素は蓄

積 しな い グル ： 一ス の 流加 は酵素生 合成 に 対 して 顕

著な 効果が あ っ た が ， 増殖曲線 は diauxie的様相を示

し，kv と μ は・一
定 で な く著 しく変化 した．こ の よ うな

場合 に ， 常に Sf ：0 に 保つ た め に は次 の よ うにすれば

よ い 150

”：O

甜 （・ 富）「 鳶 睥 1
　　　　　　 μ（t）〈vx ）t

　　　　　　　 Sfky （t）

）52（ー
　実際に は ， 発酵を 3 つ の 期間に 分け，そ れぞ れ の 期

間 内 で μ と kv を　定と した 指数的流加法を実施す る

こ とに よ り，口分操作 に おけ る値 の 3、6 倍 の 酵素収 量

を得る こ とがで きた．

　ユ 業的半回分発酵で は，天然培地を 用 い る こ とが多

く，最適 流 量 変化 を 決 定す る に は，試 行鋩　法 もや む

を 得 な い で あろう．

　流量 を 時間的に変化させる装置　　定流量流加法 で

は ， 希墾 ず る 範囲 の 流量が 得られ る ポ ン プ が あれ ば間

に 合 うが 、 指数的 ， 最適 化，お よ び他 の 流加沙 を 実

施す る に は，墨質供給流量を時間的 に 変え る 装置が 必

要で ある． Martin と 1　elsenferd は，
‘Cexponelntial

gradient　generator
”

とい う流 磁 を指数関数的 に増加

させ る 表置を考察 した ．鋤 こ の 装置で は，指 数 関数以

外 は 不可 能 で あ る．著著 らが 最初に 製作 した の は，回

転 ド ラ ム 型流量 副御装置 で あ る．le ） ドラ ム に 張 る黒 い

紙 の 形を変えれば任 訊 の 流量変化力 9能 で あ るが，ポ

’
／
’
プ （あ る い は 驫磁弁）の オ ン ・オ フ が あ る，すなわ ち，

マ ク ロ 的 に は流量は ほ ぼ ス ム ーズ に 変化す るが，ミ ク

聖
套

隻
堊
蓐
蓍
；

耋

摯
多

冫

　 　　 40
　 　 　 　 　 　 　 　 　 丁IME （hr）

Fig，16，　 Examplc   f
［‘
suboptimal

”

　fecding　pro−

　　grams 　of ぬ e 駈1ni 亡ing　substrate 　fヒ｝r 出e　case ：

　　h 廴（u ）＝
一＝　u2 （1．05一の，　a一こ ．／1，　うo焦0．072，　κG 諸

　　0．50 霧μund 　Sf 　r−　500　gJl．

　　The 　perl・d 。f　f，1Ve　一・　O　before　 the 　start 　 o 「

　　£eeding 　corresponds 　to　batch　operati Ω n ．

F三g．17．　The　 autematic 　curvc 　taacer　and 　the

　　feeding　pump ．

　　  ma 三n 　 tgwitch
，   photQ−probe ，   curve

　　on 　white 　paper，  tTacing −speed 　c ・ ntroller ，
　　  tracing −mode 　 c・ nvcrter

，   lower　 and

　　upper 　limiters
，   peristaltic　pump ．
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ロ 的（10秒前後）に は流加は間欠的 で あり， こ の 点が最

大 の 欠点で ある．次 に 試作した の は， 曲線自動追跡装

置で あ る （Fig．17＞．s6〕 こ の 装置で も，描 く曲線 は任意

で よ く， ど の よ うな流量変化 も実現 で きる．しかも，

セ ン サ
ー

は曲線を連続的に追跡して ゆ くの で ， 流量は

完全 に 連続的 に 変化す る，Srinivasanら は，液体ク ロ

マ トグ ラフ で 用 い られるグ ラジ ェ ン ト溶出法と類似し

た，流加液中の 基質濃度を時間的 に 高めて ゆく方法を

発表 して い る．37）また，Minami らは，一連 の タ イ マ

ーと リレ
ーか ら成 る プ ロ グ ラム 制御 に よ る 自動流加装

置を発表 して い る．SS｝ こ の 方法 で は ， 基質 の 質量流量

は 時間 に 関 して 直線的に 増加す る．流量を変化させ る

の はコ ン ピ ュ
ー

タを使 っ て も勿論可能で あ る．3S） こ れ

らの う ち，著者 は，経費 ， 流加 の 連続性，任意流量変

化 の 可能性 ， 操作の 容易性な ど に よ り，実験 室的 に は

曲線自動追跡装置が一ぱ ん 優れ て い る と考え る．

3， フ ィ
ードバ ッ ク制御がある半 回 分 発 酵

　基質をあらか じめ決め られた 通 りに流加す る方式 で

は ， 途中， 発酵が好ま しくない 状態 に 陥 っ て も， そ れ

に 対処す る の が 困難 で あ る．した が っ て，可能 な らば ，

何 らか の フ ィ
ードバ

ッ ク 制 御を 行 い た い と考 え る の は

当然 で あ る．ある場合 に は ， これ は直接現場の技術者

が手動で 行う．以 下 に述 べ る ように t フ ィ
ードバ ッ ク

制御を行う半回 分発 酵 も，
パ ン 酵母生産 の 技術革新の

歴史と深い っ ながりがある．

　 フ ィ
ー

ドバ
ッ ク制御 の あ る半回分発酵 は， 制御方式

の観点 か ら，間接的なもの と直接的 な もの とに 分類で

き よ う．ま た ， 制御され る流加基質濃度 の 観点か ら，

一
定値に 保つ 場合（定値制御）と， 濃度を時間的 に変化

させ て 制御す る場合（プ ロ グ ラム 制御）とに 分類 で き よ

う．後者は， たとえば， 発酵 の 初期 ， 濃度を高 く保ち ，

後半 に 入 っ て 低 く保つ ， とい っ た 場合を想定 して い る．

　間 接 的 フ ィ
ードバ ッ ク制御 の ある場合　　プ ロ セ ス

に密接 に 関連して い る可観測なパ ラメ
ー

タを制御指標

とする方式 で あ る．制御指標と して は，溶存酸素濃度

（DO ）r40

−44）
呼吸商 （RQ ），

45 −4v ） pH ，s・4e ） 代謝産物，

螢光
ti3）な どが 報告され て い る。

　DO を
一

定 に保つ 方式 で は ， 基質濃度が 臨界値 よ り

低下す る と DO が上昇 し，基質がある程度以上 に存在

す る と DO が減少す る 現象を 利用 する．培養 の 進行

と と もに 菌体濃度が 上昇 し，そ れに つ れ て 酸素需要 も

多くな る か ら，通気量 ・か くは ん 速度を増や すか して

気液間酸素移動容量係ta　kLa を増加 させ るか，も しく

は， 空気 1こ純酸素を補充して推進力を高 め るか して ，

い ずれ に して も酸素移動速度を大き くして い かねばな

らな い ．オ ン ・ オ フ 的 に 流加す る こ とが 多 く， 微生物

は 基質 に 関 して 半飢餓状態とそ うで ない 状態 とに交互

に頻繁に さ らさ れる．

　RQ ．を制御指標とす る方式は，パ ン 酵母製造にお い

て 提案されて おり， 炭酸ガス 生成速度と酸素消費速度

とを実測 し，両者 の 比 RQ ．を1．0よ り少 し高 い 水準 に

保 っ て糖濃度 を 低 レ ベ ル に 抑え ， そ の 結果 ， 副産物で

ある エ タ ノール 生成を 減少 さ せ る．Wang らは ， 発酵

槽入 口，出 口 の 02 と CO2 の 分圧を 正 確 に 実測 し，

そ れ らの デ ータ を コ ン ピ ュ
ー

タに 入力 し， 物質収支式

か ら RCIt を計算し，糖密 の 流加を 制御して い る．47 ｝

Endo と Inoueは，そ の 時 々 の菌体濃度と糖濃度の 増

分 か ら濃厚糖液を滴下す る時間間隔 を 決定 して い る が，

こ れ も半回分発酵 の コ ン ピ ュ
ータ 制御を最終 目標に し

た研究で ある．4s）

　pH を 制 御指 標 とす る方式 で は，発 酵 の 進行と とも

に培地成分が消費され ， pH が 設定値か らずれ る （通

常減少す る）現象を利用す る．あ るい は，酢酸 の よ う

に そ れ 自身 pH の 変化をきた す基質の 流加 に応用され

る．3） こ の 制御方式 で は ， 無機塩を主体 とした合成培

地 で あ る こ とが 望 ま しい 。

　代謝産物濃度 を制御 指 標 とす る方式は，代謝 産物 は

副産物 で あり，で きるだけそ の 生成を揶え た い 場合に

利用 で きる．パ ン酵母生産 に おける エ タ ノ
ー

ル が そ の

よい 例 で ある。7・fiO
−52）

　最後 に ， 特異 な制御方式 と して ， 細胞内 に存在する

NADH の 螢光を利用す る方法があ る．53 ）

　RQ や 生細胞 の螢光の よ うに，生物学的パ ラメータ

を制御指標 に 用 い るこ とは， 大変興味あ る方式で ある．

　直接的 フ ィ
ードバ ッ ク の ある場合　　培養液中の 流

加基質濃度を連続的 ， あ る い は 間欠的に 測定 し， そ の

値を制御指標とする方法である，もし， 基質が 揮発性

で ， 廃気 ガ ス 中 の 分圧 と培養液中の 濃度とが ほ ぽ 平衡

に あれ ば ， 培養液か ら抜 け出た直後 の ガ ス の 分圧が制

御指標に使え る．Reuss らの 方法 は こ れ に近 い．　q また，

矢野 らは，細い シ リ コ ン チ ュ
ーブ を使用す る チ ュ

ービ

ン グ法 で ，培養液中の メ タ ノ ール 濃度を直接測定 し，

メ タ ノール の 流加を制御す る方法を 発表 した．54）
揮発

性基 質 に 対 して は広く応 用 で き るよ い 方法で あろう．
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4． 半回分発酵 の ス タートア ッ プ

　半回分発酵 の 要 は， 培養液中の 流加基質濃度を 制御

す る こ とで あ るか ら，流加開始時 に多量 の 基質が存在

して い て はな らない．しか し ，

一
般 に発酵 で は初期 に

誘導期があり，それを短縮するた め に は ど うして もあ

る量は存在 して い な けれ ば な らな い．そ こ で ， 少量 の

基質を加え ， しばらくは回分操作を 行 い ，active に 増

殖 して い る状態で か つ ∫ が低下 して か ら半回分操作を

ス タ
ー

トするの がよい ．Fig．6 と Fig．　11 は， そ れぞ

れ，定流量流加法と指数的流加法 の ス タートア ッ プを

も示 して い る．こ れ らの 流加法で は，
DO を 連続計測

し，回分操作中，基質 が ほ とん ど な くな っ て DO が

急激に 上昇し始 め る時 に 流加 を 開始す る と よ い こ とが

わか っ た．

5． 今 後 の 展 望

従来，
“

フ ィ
ーデ ィ ン 法

”

として 散発的 に 実施 さ れ

て きた発酵は，Table　1 の いずれ か ｝C属 し， 半回分発

酵として統
一

的 に 整理で きる こ とを述 べ た．回分発酵

の 次 の 段階 として ， い きな り連 続発酵を 考え る前に，

技術的に ははるか に容易で あり生産性 の 向上 が 期待 で

きる 半回分発酵を考える の が 現実的で あろう．そ の際，

正 確 な シ ス テ ム 方程式 を 同定 し， そ れ に 基 づ い て 最適

な流量変化を数理的に確立 し，培養液中の供給基質濃

度を直接測定 し，
za
最適 フ ィ

ードバ ッ ク制御 （optimal

fecd・back　control ）
”

を 行 う方式が 最 も望 ま しい が，現

在 の 技術 レ ベ ル で は実現 され て い な い ．しか し，重要

な こ とは ， 目的に 応 じて流加方式もお のずから異なる

の で あ っ て ， 場合 に よ っ て は定流量 操作で十分 目的を

達す る こ ともあろ う．高等 な 制御 （た とえ ば コ ン ピ ュ

ータ制御）をすれ ば，そ れだ け設備投資もかか るが ，

簡単 な 流加方式 と比較 して 生 産性は さ ほ ど向上 し ない

とい っ た 場合 も当然あり得 る．

　 フ ィ
ードバ ッ ク制御の な い半回分発酵で は， シ ス テ

ム を表現 す る数式 モ デ ル の 正 確 さ が，操作の 成否 の 鍵

を握 る．プ ロ セ ス ・シ ス テ ム を よ り精密に表現す る よ

うIC数式モ デ ル に 改良を加え ， 最適化され た流量 で 操

作が実施され る ようにな るで あろう．

　間接的 フ ィ
ードバ

ッ ク制御を行う半回分発酵 で は ，

可 能な 限 り多種 類 の 可 観測変数 の 実測デ
ー

タ を オ ン ラ

イ ン コ ン ピ ュ
ータ に 入力 し情報処理 して ，最 適 な 流 量

を 計算させ ， そ の 流量 で 実施 され る傾向が ますます盛

ん に な る だ ろ う．

　直接的フ ィ
ードバ

ッ ク制御を行 うには， 発酵液中の

流加基質濃度の 計測が必要で ある．とこ ろ が，現在限

られ た生化学的物質 の 濃度 の み が発 酵中計 測 可能で あ

る に すぎな い の は残念で あ る．計測 は連続的に 行え る

“

セ ン サ
ー”

に よ る こ とが望ま しい が ， 間欠的計測で

も，そ の 時間 間 隔が 短 けれ ば，サ ン プ ル 値制御が 可 能

で あろう．

　最後に ，どの 流加方式を採用する か は ， そ の 時 々 の

技術的 ・経済的状況 と期待 され る生 産 性向上 の 程度 の

兼ね合い に よ る こ とを再度強調 した い．
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