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4． 膜 に よ る 分 離

4−1． 精密ろ過 膜 に よ る菌体 の 分離

　発 酵生産物ある い は 菌体破砕物か ら有用物質を 得 る

た め に は ， 培地中に含まれ る菌体を分離する必要 があ

る．菌体分離 は遠心分離法 に よ り行わ れ て きた が，最

近で は膜分離法 も用 い られ て きて い る．1
−4 ）

　菌体分離 に 使用され る膜 と して ， 限外ろ過 （UF ）膜

と精密 ろ過 （MF ）膜があ るが，高 い透過流束を得 るた

め に，主 に MF 膜 が使用 され て い る．　 MF 膜 に は従

来か ら使用 され て い る有機質膜と最近急速 に 進歩 して

きたセ ラ ミ ッ ク （無機質）膜 が ある．5−T ｝

こ の 両者 は用

途 に 応 じて 使い 分け られ て い る ．

　ろ過 型式に は dead −end 型 ろ過 （DEF ）と cr 。 ss 　flosv

型 ろ過 （CFF ）が ある が ， 分析用あるい は低菌体濃度

液 の 場合 に は DEF を用 い た全ろ過 方式が用 い られ，
バ イ オ リア ク タ

ー
の よ うな 高菌体濃度液 の 場合 に は

CFF を 用 い た 循環方式が一
般 に用 い られる，

　MF 膜 を用 い た 菌体分離へ の CFF の 有効性 と問題

点 に 関 して は既 に 述 べ られ て い る の で そ れ を 参照 して

い た だ きた い ，1’s｝ CFF 利用 の 最大の 問 題点は膜面 上

に 形成 され る菌体ケ
ー

ク層や膜細孔 の 目詰 りに よる ろ

過 抵抗 の 増大 に よ る 液透過流束 の 急激 な低 下 で あ る．

透過流束を高い 状態 に維持す る方法めな か で ，も っ と

も
一

般的に行われ る方法はガ ス や ろ液 に よ る逆洗法で

ある．しか しながら， 逆洗を伴うろ過機構 に 関す る 定

量 的検討は ほ とん ど行われ て い な い ．そ こ で 本稿 で は ，

加圧 ポ ン プ停止法 とい う新 しい 洗浄法を含めて ， 菌体

の 逆洗を 伴う CFF に お ける ろ過特性と そ れに及 ぽ す

膜孔 径 の 影響に つ い て 概説す る．

1． CFF に おける逆洗の 効果

　パ ン 酵母を 0．9wt％ NaCl 水溶液 に 分散させ た酵母

分散液およ び グル コ ース を基質 と した エ タ ノ
ー

ル 発酵

液 の 平膜 に よ る酵母 の CFF に お け る ろ過時閻と透過

流東 の 関係 を Fig・1〜3 に 示す．　Fig・　1 は 2 分15秒間

加圧ろ過を 行 い
， 45秒間加圧 ポ ン プを停止す る操作の

くり返 しに よ る方法 の 結果 で ある．　9， Fig・2 は異 な る

条件の 酵 母 ス ラ リ
ーの 逆洗 な しの CFF の 結果で あり，

Fig・3 は ろ液に よ る加圧逆洗を伴う CFF の結果で あ

る．　10｝

　い ずれの 方法 に お い て も酵母 の 場合に は ， 逆 洗 な し
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Fig，3．　 Relation　between 　filtration　flux　and 　filtration

　　time 　 wi 山 backwashing 　 by　 filtrate（membrane ：

　　FM −45）．

・・灘 縞 鞴
9

Yeast　　　　 O
suspenSi ° n

　 △

　 　 　 　 　 　 　▽

　 　 　 　 　 　 　 0

Fermcntation　口
breth
　　　　　　　◇

　　　　　　　O

8．58

．58

．530

．08

．510

．032

．2

3．66
．06

．03
．05

。53
．03

．0

50
］OO5050000

5
尸
ひ

【

り

在す る こ とが 知られて い る．酵母の ろ過 に お い て 加圧

ポ ン プ停止法で は公称孔径 0．8μ m に，ろ液に よ る逆

洗法 で は 0．45〜O．　6　pm に 最適孔径 がある，

　加圧 ポ ン プ停止法 に お い て 酵母 （乾燥重量 7　g／i）

を 1kg／cmt の 圧力で ろ過 した後， 膜面上 を水洗 した

膜 の 純水透過流束 （PWF ）の 未使用膜の PWF に対す

る 比率は孔径 0．45〜1．2μ m の 膜 で は50〜 80％ とな る

が ， 孔径 3 芦m 以上 の 膜 で は約 10％ とな っ て お り， 大

孔径膜で は透過流束の 回復率が 低い こ とを示 して い る．

Fig・4 と 5 は水洗後の 膜 の 断面写真 で ある．孔 径0，45

μm の膜（Fig．4）で は酵母 （平均径 5〜6 μm ）は細孔内

に侵入して い な い が ，
5μm の 膜 で は細孔内全域 に わ

た っ て 入 り込 ん で い るこ とがわかる．すなわち孔径 の

大 きい膜 の透 過流束の 回復が低い 理由は 細孔内に 残存

す る酵母 に よ る もの と推定さ れ る，

Fig，4，　Cross・s已ctional 　view 　of 　MF 　membrane 　afte 【

　　五kration　of 　yeasし　（me ：nbrane ；　F 八肛一45）・

3． ろ過式

逆洗を伴 う CFF の ろ過プロ セ ス を示す式は十分 に

Fig．5．　Cross・sectional 　view 　of　MF 　membrane 　after

　　filtration　of 　yeast．（membrane ： FM −500）．
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検討されて い ない ．ろ 過式は一般 に 式（1）で 表され る．
4．　 最 適逆洗操作

｝一一
海 （R ・＋ Rc） （1）

こ こで ， g ： 透 過流柬，μ ： ろ液の 粘度 ，
　 A ： 膜面積 ，

AP ： ろ過圧力，　 Rm ： wa抵抗，および R 、 1 ケ
ー

ク抵抗．

実際 の ろ過 プ ロ セ ス で は Rm と R 。 が同時に増加 して

い くが，モ デ ル 的に は Rm の 変化 は ろ材閉塞 モ デ ル で

裘 され，凡 の 変化は Ruth の ケークろ 過 モ デ ル で表

され る ．ろ材（膜）閉塞ろ 過に は ， 完全閉塞 ， 中間 閉塞

お よび 標準閉塞ろ過 が あり， そ れ ぞ れ の モ デ ル に おい

て そ の 物理的意 味が 与え られ て い る・　 12，

　未使用 の MF 膜に お け る ろ過 式 は ろ過 開 始後約 10分

間は み かけ 上，式   で表 され る標準閉塞式 に従 い ，そ

の 後ケ
ー

クろ過に 移り，最終的に は
一

定の 透過流束 に

達 する．10 ，

1− ／妥一耀 （2）

こ こ で ，V ： ろ液量 g・ ： ろ過時間 t・・O に お ける透 過

流束お よ び ー、： 膜物性 と菌体濃度 に よ り決まる ろ過

定数．式（2）は ろ液に よ る逆洗を行 っ た 場合 に も適用 で

きた，こ の 結果は，逆洗 に よ り膜面上 お よ び膜断面に

存在する 酵母が ほ ぼ 完全 に 洗 い 流 され る こ と を式 の 上

か らは 意 味 して い るが ， 実際 の 現象 が そ うな っ て い る

こ とを必ず しも示すもの で は ない ．

　菌体を 含む 発酵液 の 場合 は，菌体 だ けで な く，菌体

の 代謝生産 物 や 自己分解物質 の膜 へ の吸着 や堆積に よ

るろ過抵抗の 増加 が あり，ろ過抵抗 の 構成はモ デ ル 的

に は 表現で きて も，実際 の 現象 は か な り複雑な もの と

な っ て い る と推定 され る ．

　次に 逆洗後 の ろ過 プ ロ セ ス が 式   で 表せ るケ
ー

ク

ろ過式 に 従うとす れ ば，逆洗 の 効果は βで 評価で き

る．1s ，

瓦→
1 
90

一1一
9

（3）

こ こ で Kc ： 菌体濃度に よ り決ま る ろ過定数，β； 剪断

流あ る い は逆洗に より除去されなか っ た 膜面上の ケ
ー

ク の 残存率で あり，逆洗工 程や CFF を 行わな い 場合

は β＝1 とな る．す なわ ち逆 洗 効 果 が 大きい ほ ど β の

値 は小さくなる．なお標準閉塞ろ過式を適用する場合

は ， 未使用膜に お ける g 。 と K 。の 値と逆洗を伴 う場

合の そ れ らの 値 を比較する こ とに よ り逆洗効果を 評 価

で きる．

　菌体濃度，ろ 過 圧 力お よび 循環 流量 を
一

定 に す る と，

透過 流束 （ろ 過 速度） は 逆洗時間 （あ る い は加圧 ポ ン

プ停止時間） と逆洗間隔 （＝＝ろ過時間 ＋ 逆洗時間）に

よ り決ま る．従 っ て ， 式（4）で 定義 され る逆洗間隔当た

りの 平均透過流束 歹が 最大とな る最適 な逆洗時間や逆

洗間隔が存在す る こ とが 予想 され る．

＿　 グ 。 　 rf一厂b
tl＝『

オ；町
＝

フ1（tl ＋’b）
〔4）

こ こ で Jt
　tc ： 逆洗間隔，　 tf： ろ過時間 ，

　 tb： 逆洗時間，

〆。 ： tc の 間 に 得 られ る 正 味の ろ 液量，〆f ： tf の 間に

膜を透 過 す る ろ液量お よ び J／ b ： 逆洗 に 要 した ろ液量

で あり，ガ ス や ポ ン プ停止 に よ る逆洗で は VbzO ．

　式 （4）に お い て ，〆b お よ び 「f は 膜 の 逆洗条件 と劣

化度に よ りほ ぼ決まる．最大 の ilを与える と予想され

る 逆洗条件 （すな わ ち tf，’b お よ び Vb の 決定）は 現

状 で は trial　and 　error 方式 に よ っ て 実験的に 決め て い

る が ， そ れ が最 適条件で あ る とい う保 証 は何 もない ．

5， 今後の 課題

　逆洗を伴うろ過操作は既 に 実用的に 使われ て お り，

そ の 逆洗条件 の 設定やエ ン ジ ニ ア リ ン グ的技術は経験

的手法に よ り行 わ れて い る．しか しなが ら，逆洗を伴

う CFF にお ける膜 の 劣化状態や ろ過機構に つ い て は ，

ま だ十分 に 研究 さ れ て い な い と言え る．従 っ て ， 最適

逆洗条件を菌体分散液や 膜の 特性値，膜 モ ジ ュ
ー

ル の

型式 お よ び逆洗方法か ら定量的 に 予測す る こ とは 現状

で は非常 に 困難で ある．

　ろ過 プ ロ セ ス の 予測の た め に は，Fig・4 と 5 に 示 し

た よ うな 観察を 含め て ，ろ過 の 基本的現象 を 詳細 に 調

べ るよ うな 基本的研究と実験デ
ー

タの 蓄積が必要 で あ

り，そ の 研究が CFF の 実用化を よ り発 展させ る もの

と思 わ れ る，
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4−2．　 限外ろ 過 膜 に よ る発酵液 の 分離 ・濃縮

1．　 は じめに

　近年精密ろ 過 ， 限外ろ過あるい は逆浸透などの 膜を

利 用 した 分離精製技術が 急速 に 進歩 し，発酵 分野 にお

い て もそ の 適用が 注目を集めて い る、

　そ の 中で 限外ろ過膜は ， 分離する粒子あるい は分子

の 大 きさ か ら言 うと精密ろ 過膜 と逆浸透膜の 中間 に 位

置す る もの で あるが，菌体の濃縮 ・分離な どの 精密ろ

過膜 の 適 用 範囲か らタ ン パ ク質等の 生体高分子物質の

濃縮脱塩 な どに至 る 幅広 い 範囲の 利用 が可能 で あり，

発酵プロ セ ス に おけ る重要 な分離技術で ある と考 え ら

れ る．

　本稿 で は，限外 ろ過膜に よ る発酵液 の 分離 ・濃縮 の実

際例 につ い て ， おもに 筆者 らの 経験を中心 に 紹介する，

2． 膜法 の 利 点 と発酵 プ ロ セスへ の適用工 程

発 酵液 の 分 離 ・濃縮を膜法 に よ っ て 行 う場合 の 特長

と して は，以 下の よ うな点 が 挙げ られ る．

　 1） 低温 で 操作 で きる

　従来の 蒸発濃縮な ど に 比 べ ，製品 へ の 熱負荷が 少 な

い の で，熱 に弱い酵素 な どの 生体成分の 濃縮が 容易で

あ る．

　 2）　相変化や化学試薬添加 の必要 が な い

　硫安塩析や 有機溶媒 に よ る沈殿操作 に 比べ ，相変化

が な い の で ，分離成分の 活性変化 の 危険性 が少 な く，

試薬の添加を必要としな い の で ラ ン ニ ン グ コ ス トが 安

い ．

　 3）　密閉系で 処理が 可能で あ る

　特に最近 の 遣伝子組み換 え 菌に よ る 物質生産などの

バ ィ オ ハ ザ ード対策を 要するもの に は有利で あ ろ う．

　4） 分離液の 清澄度が高い

　発 酵液で は菌体な どの 懸濁成分 を多 く含み，粒径が

小さく溶媒で あ る水との密度差も小 さ い た め，遠心分

離法や プ レ コ
ー

トフ ィ ル タ
ー

ろ過法で は ， 清澄度の 高

い 液 を 得る こ とが 困難 で あ る 場合が 多 い が
， 膜法 に よ

り従来得 られなか っ た 清澄度の 高い 分離液を得 る こ と

が可能 とな っ た．

　以 上 は，膜法
一

般 に あ て はま る が
， 限外ろ過法 の 特

長として次の 点 を追加する こ とが で きる．

　5） 分子量 の 違い に よる分画分離が可能

　6） 低 い 静水圧で 操作で きる

　同時に 運転 も容易で ラ ン ニ ン グ コ ス トも安 い ．

　7）　ウ ィル ス や パ イ ロ ジ ェ ン の 除去が可 能

　発酵 プ ロ セ ス に お ける限外 ろ過の 適用工 程 に つ い て

一
覧表と して ま とめ た もの を Tab 】e　1 に 示 した．

3． 使用 される膜材質お よ び膜形 状に つ い て

　UF （限外 ろ過） 膜の 素材 として は ， ポ リス ル ホ ン

系が 中心 で あ る が，そ の 他 に もポ リオ レ フ ィ ン 系 ， ポ

リエ ーテ ル ス ル ホ ン 系， ポ リイ ミ ド系，
セ ル ロ

ー
ス

系な どが あ り，最 近 で は セ ラ ミ ッ ク系 も開発 され て

Table
　L　Application　of 　u ］tra丘1tratien　on 　fermentation　p 【ocess ．

ProceSS Conventjonal　proceduresCharacter 　of　UF

黜 灘 ，昏
washing ・f

Clarification　of 　broth

Separation　of 　cell 　debris
・Separation　of 　bbpolymer

謙 躑 讐
＆ desa五ting

centrifugation

centrifugat 量on ，丘1ter　press
etc ．

cen 藍rifugatioll 　etc ．

salt 三ng 　out 　etc ．

salting 　OUt ，　gel　filtratiOn，
evaporatlon 　 etc ・

high　yield，　closed 　system

asept 訌c
，
　closed 　system

，

removal 　ef 　virus

closed 　system

mild 　condition ，1Gw　cost

without 　phase　change

（mild 　condition ），10w　cost
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