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第 1章序論

1. 1 はじめに

本論文は、微水系バイオリアクターを用いた油脂の酵素的エステル交換

反応プロセスを対象とした反応制御システムについて検討したものである。

近年、油脂化学工業の分野においては、リパーゼを用いてトリグリセリ

ドの脂肪酸残基を他の脂肪酸と交換するエステル交換反応が注目されてい

るo 従来リパーゼ.は王にトリグリセリドの加水分解酵素として利用されて

いたが、最近では微量水分系においてはエステル合成やエステル転移を触

媒することが知られ、さまざまな応用が試みられるようになったo 油脂の

改質、すなわち安価な油脂から高価な力力オ代替脂を生産する油脂のエス

テル交換反応も、このようなリパーゼ酵素触媒作用の応用例の一つであり、

すでに実用化されつつある o

カカオ脂の主成分は、 l、3位に飽和脂肪酸であるパルミチン酸あるい

はステアリン酸を、 2位に不飽和脂肪酸であるオレイン酸をもっ対称型ト

リグリセリド [1(3)-palmitoiト3(1)stearoyl-2-g1ycerol(略称SOP)、

あるいは1，3-distearoyl-2-o1eylglycerol(略称SOS)]である o したが

って、 2位がオレイン酸である油脂とパルミチン酸やステアリン酸などの

脂肪酸に、 1、3位特異性リパーゼを作用させることによりカカオ代替脂

を生産することができる o

エステル交換反応の機構図を図1-1に示すo トリグリセリド (TG)と

脂肪酸 (FFA) に l、3位特異性酵素を作用させると、(1-1)式に示すよう

な脂肪酸組成の異なった新たなトリグリセリドが生産される(エステル交

換反応) 0 しかしながら、過剰の水分の存在下では(ト2)式に示す加水分



解反応、も促進され、副生成物であるジグリセリド (DG)が生成される o

(ト1)式の反応を促進させるためにも微量水分の存在が不可欠であり、加

水分解による副生成物の生成を抑制しつつエステル交換反応を行わせるた

めには、最適な水分謹度に制御することが重要である o

A:エステル交換反応

H2C-Q-CO-R1 HzC-O-CO-R"， 

HC-0-CO-R2 + 2R4-COOH → HC-O-COーし + R1 -COOH 十 R3-COOH 

(1-1) 

H2C-O-CO-Ra 

(TG) (FFA) 

H2C-O-CO-R4 

(TG) (FFA) (FFA) 

B:加水分解反応

H2C-0-CO-R1 H2C-0-H 

HC-0-CQ-R2 十 H20 → HC-O-CO-R2 十 R1-COOH (1-2) 

H2C-0-CO-Ra 

(TG) 

H2C-Q-CO-R4 

(DG) (FFA) 

図1-1 エステル交換反応機構図

円
〆
臼



したがって、このようなエステル交換反応の実用化にあたっては、効率

の良いバイオリアクターシステムの開発が要求される O 主要な技術課題と

しては、

①安価で安定なリパーゼ生産技術

②徴量水分濃度制御の可能なバイオリアクターシステム技術

を挙げることができる o

従来、リバーゼの使用形態は、 Rhizopus属、 Aspergillus属-'?Mucor属な

どの各種微生物由来の代謝リパーゼ(微生物が菌体外に代謝した酵素)を

珪藻土などの適当な担体に吸着固定化1.2) したり、親油性の光硬化性樹脂

に包括固定化する方法 3)が一般的である o しかしながら、これらの方法は

培養液と微生物との分離操作、塩析や等電点沈殿操作などによる酵素の回

収など工程が繁雑となり、必ずしも工業的に有利な方法とは言い難いo さ

らに、珪藻土などに固定化した場合には反応槽形式はカラム充填層式とな

り、水分濃度制御機構の装置化が困難なため軸方向の水分濃度分布が生じ

るなど、改善の余地が多いo

これに対して、代謝酵素の代わりに、酵母や細菌などの微生物細胞をそ

のままリバーゼ酵素剤として使用する方法 4)も試みられている o この場合、

酵素の回収は改善されるものの、いぜんとして細胞固定化のための珪藻土

を必要とし、技術的課題を残している o

これに対し、ポリウレタンフォームなどの多孔性物質よりなる徴生物保

持粒子 (BiornassSupport Particles，略称BSPs)に微生物菌体を固定化

することによりエステル交換反応活性がきわめて高い徴生物細胞酵素剤の

生産に成功し 5ー引、さらにこの酵素剤を液循環充填層式バイオリアクター

に適用 9-1 1)することにより微量水分濃度制御が可能な新たな反応プロセ

スの開発に至った o
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1. 2 既往の研究

1. 2. 1 エステル交換反応に関する既往の研究

リバーゼは、トリグリセリドを加水分解してグリセリンと脂肪酸にする

酵素であり、 triacylglycerolacylhydrolase，E.C.3.1.1.3と命名されて

いる白しかし最近、微量水分系においては、エステル合成やエステル転移

を触媒することが明らかになってきた。このため、安価な油脂からカカオ

代替脂を生産する油脂の酵素的エステル交換反応に関する研究が、数多く

報告されている 12-1810

リバーゼによるエステル交換反応の特徴として、まず反応基質(油脂、

脂肪酸)が水に難溶であることが挙げられる O しかしながら、リバーゼに

限らず酵素の活性発現には、酵素がアクティブなコンフォメーション(3 

次元構造)を維持するために最低量の水の存在が不可欠であることが最近

の研究により明らかになってきた 19-2110 一方、水分が過剰に存在すると

加水分解反応が促進され、副生成物のジグリセリドの生成が支配的となるロ

したがって、いかにして水に難溶の基質中で、酵素回りに適量の水分を保

持させて反応させるかが重要な鍵となる o さらに、リバーゼによる酵素反

応を工業的に効率よく実施するためには、リバーゼの触媒機能を最大限に

発揮させ、酵素を有効利用できるようなバイオリアクターの開発が不可欠

である o 脂質類の酵素的変換を達成するためのバイオリアクターに関して

は、最近活発な研究がなされており、山摂 22)の総説に紹介されているよ

うに、充填層型バイオリアクターや膜型ノ〈イオリアクターが報告されてい

るo ここではバイオリアクターの構築を念頭に置いた、固定化リパーゼに

よるエステル転移反応の研究について紹介する o
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Macrae
1Jは、 Rhizopus旦ヱ盟主由来のリバーゼを珪藻土に固定化した充

填層型バイオリアクターで、パーム油の中融点部とミリスリン酸を石油エ

ーテルに溶解させた系でアシドリシスを行ったロ反応液の水分濃度を予め

飽和濃度とすることにより、リバーぜは安定で、約600hの連続反応が可能

であったと報告している o 松本ら 18)は、 Alcaligenes起源のリバーぜをイ

オン交換樹脂に固定化した充填層型バイオリアクターを用い、パームオレ

インとステアリン酸の連続アシドリシス反応によるカカオ代替脂の生産を

検討した o このプロセスの特徴は、酵素活性を維持するために系内の水分

濃度を制御する代りに、エタノールを添加する方法を開発したことであり、

エステル交換率を一定に保つように流速を調整し、約360日の連続反応を

実施している o Yarnaneら23-25)は、 Pseudomonasfluorescensのリバーゼ

および微孔性薄膜型バイオリアクターを用いて、グリセロリシス(油脂と

グリセリンの反応)の連続反応を行った o この反応に関与する最も大きな

因子はグリセリン中の水分であり、水分濃度の連続測定にはフローセル型

の電気伝導度計が有効であることを示した。

乾燥菌体内リバーゼを用いた研究としては、太田ら 4)がSaccharomycop-

sis 1 ipolyticaと細菌の乾燥菌体によるオリープ油とステアリン酸のアシ

ドリシス反応を検討したo また、エステノレ転移反応ではないが、 Bellら26)

は、リバーゼを含有するRhizopusarrhizuSの乾燥菌体がパルミチン酸と

オクタノール、グリセリンとオレイン酸のエステル合成を触蝶することを

示した o Pattersonら27)は、同乾爆菌体を用いたグリセリンとオレイン酸

のエステル合成反応およびセチルリノレートの合成反応をそれぞれ充填層

型、境拝槽型リアクターで実施し、単位菌体当りのエステル化率は充填層

型リアクターの万が優れていることを報告した o さらにKnoxら2S)は、同

乾燥菌体を用いたせチルアルコールとオレイン酸からのセチルオレート、

1 -オクタノーノレとオレイン酸からオクチルオレートの合成を、乾燥菌体

F1υ 



を充填したリアクターと合成反応によって生成した水分を除去するための

モレキュラーシーブを充填したカラムより構成されるループリアクターシ

ステムにより検討を行っている o

このように、エステル転移反応においては反応系内の水分濃度が重要な

ファクターであり、固定化酵素を用いた多くの研究においてもその影響が

検討されている o しかしながら、これらは回分反応における初期水分量や

充填層型リアクターに供給する原料液の水分濯度について検討しているに

過ぎず、実際に反応の起こっているリアクター内部の水分濃度の動的な影

響については何ら検討がなされていない o

境拝槽型連続反応器を用いて反応系内の水分濃度制御まで考Eました唯一

の研究は、食品産業バイオリアクターシステム技術研究組合によってなさ

れている 2910 これは、反応器に設置したA1203薄膜型露点温度センサーに

より水分濃度を算出し、水分濃度が設定値をより高い場合はN2ガスの曝気

により水分を除去し、逆に低い場合は水の添加によりオンオフ制御を行う

ものである。水分制御システムまで構築されている点は評価できるものの、

①粉末状固定化リバーゼを捷搾槽で用いているために、回液分離など

実用化に向けては装置面での問題が多い、

②反応勤特性や最適水分護度など、最適操作条件に関する検討が

なされていない、

③酵素失活による反応率の低下に対する制御システムが未検討である、

など多くの課題が残されている o

以上のことから、固定化リパーゼを用いた微水系ノくイオリアクタープロ

セスにおける効率的生産制御システムに閲する研究が待望されている o
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1.2. 2 バイオプロセスの計測・制御に関する既往の研究

徴水系バイオリアクターによるエステル交換反応において、高いトリグ

リセリド生産性を達成するためには、既に述べたように反応速度の水分濃

度依存性の検討をベースとした微量水分濃度制御が必要である o さらに連

続反応プロセスでは反応が長期に亘るため、酵素失活に伴う動特性の変化

を無視することができないo 酵素活性の低下は、反応槽出口におけるトリ

グリセリドの組成変化をもたらすため、安定した生産を維持するには製品

トリグリセリド濃度を指標とした定値制御システムの構築が不可欠である。

エステル交換反応プロセスにおける主要な状態量として、反応液の水分

濃度ならびにグリセリド濃度が挙げられる O 反応液の水分濃度測定は、既

に石油化学工業の分野で工業的に用いられており実績もある、 A120a薄膜

式露点温度センサーが利用可能である o 測定原理として水分子の吸脱着に

よるインピーダンス変化を捉えているため、応答遅れや経年変化などの問

題はあるものの、観測信号は比較的精度のある連続データとして得られるo

一方、油脂のトリグリセリド組成分析には、一般に液体クロマトグラフ

ィーが用いられる。クロマトグラフ分析は、同時に複数の物質の分離定量

が可能なため、バイオプロセスにおける計測にも多く用いられるようにな

ってきたo Monseurら30)は、乳酸発酵プロセスにおける基質濃度および乳

酸濃度の監視のため、自動サンプリング装置、漣過機構を備えたHPLC

(高速液体クロマ卜グラフ分析装置)システムの開発を行った o Favre 

ら31 JはK. rnarxianusの回分培養系におけるラクトース濃度のモニターのた

め、またRossら32)はEscherichiac旦liなどの腸内細菌発酵における炭水

化物、アルコール、有機酸の定量を目的として、同じくオンラインHPL

Cシステムの開発を行った o また、 Comberbachら33)・34)はSaccharomyces

earlsbergensisによる連続エタノール発酵プロセスにおいて、発酵槽のへ
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ッドガスのオンラインガスクロマトグラフ分析を行い、培養液のエタノー

ル濃度を推定した O しかしながら、これらのクロマトグラフ分析において

は、サンプルや分析機器側の温度などの条件変動により誤差が大きくなり、

オフライン分析よりも精度、再現性が共に低下することが指摘されている。

このようなノイズに汚された観測データを、そのまま直接フィードパッ

クさせた場合ノイズが増幅され、良好な制御性能が得られないことは明ら

かである o さらにクロマトグラフ分析では、試料の吸着分離に必要なリテ

ンションタイムがそのまま観測要素における無駄時間遅れとなるため、フ

ィードパック制御が一層困難なものとなる o さらに重要な問題として、本

反応系における液体クロマトグラフィーによる分析では、油脂のトリグリ

セリド組成すなわち総トリグリセ IJド量に対する各構成トリグリセリドの

比が得られるものの、本来制御指標とすべき対称型トリグリセリドsosの

絶対濃度を直接測定することができない。これらの問題を解決する方法の

ーっとして、

①フィードパック操作の低感度化による安定化、外乱に対する即応性を

改善する方法としてのフィードフォワード/フィードパック制御系

②観測データのノイズ除去や非観測変数を推定する方法として状態観測

器や力 jレマンフィルタを用いた状態推定制御手法

が提案されている。

( 1 )フィードフォワード/フィードパック制御

化学反応や徴生物反応プロセスにおける強い非線形性や外乱による制御

性の低下に対して、従来より制御対象プロセスのダイナミックモデルを利

用したフィードフォワード/フィードパック制御系の適用が図られている。

これは、フィードフォワード制御系の特長である外乱に対する速応性や、
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無駄時間に対するロバスト性をフィードパック制御系に取り入れたもので

ある o この制御系では、フィードフォワード制御系の弱点であるプロセス

モデルやモデルパラメータの同定誤差に伴う制御偏差を、フィードパック

制御により補償することができる o

徴生物培養プロセスへの具体的な適用例としては、 Takamatsuら35)がパ

ン酵母の半回分培養系を対象としてMRACS(モデル規範型適応制御系)お

よびPI調節計をフィードパックコントローラに用いたフィードフォワード

/フィード、パック制御系を適用し、外乱として菌体濃度初期値および基質

濃度初期値に変動を与えた場合についてシミュレーションを実施し、菌体

濃度および比増殖速度のプロフィール制御に有効であることを確認してい

るo Mouら36)，37)は、 Penicilliumchrysogenu[n strain P-2による半回分

ペニシリン発酵における初期の細胞増殖フェーズにおける増殖制御に炭素

収支モデルに基ついたフィードフォワード/フィードパック制御系を適用

し、希望のパターンに増殖制御できることを実験により確認した o Perez 

ら38)は、 K，[narxianusの連続培養によるpolygalacturonasesの生産プロセ

スにおいて、 polygalacturonasesと栂関のある排ガス中の二酸化炭素濃度

の定値制御にフィードフォワード/フィードパック制御系を適用した o

Corderら39)は、活性汚泥処理プラントの溶存酸素濃度制御に、ラプラス

領域伝達関数モデルに基づいたフィードフォワード/フィードパック制御

系を構成し、外乱としての流入汚泥のBOD変化に対して操作量の空気流量

が従来のフィードパック制御系に比較して20%も減少したことを報告した。

また、 Cardelloら40)は、回分培養反応系における溶存酸素濃度の定値制

御系を対象に、フィードフォワード/フィードパック制御系を構成し、固

定ゲインのPID制御系に対し制御の応答性が改善されることをシミュレー

ションにより示したo

多変数系へ拡張した例としては、 Smithら"1 )がCatharanthusr笠eusの
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植物細胞の回分培養プロセスにおける溶存酸素、二酸化炭素濃度の同時制

御のために、増殖反応、物質移動および溶存ガスセンサの動特性モデルに

基づいたフィードフォワード制御系を構成し、実験による検証を行ってい

る。以上のように、フィードフォワード/フィードパック制御系は、フィ

ードパックコントローラとしていかなるコントローラを用いるかで違いが

あるものの、プラント制御のための有効な手法の一つであるといえる。こ

れらのことから本研究では、 sos基準トリグリセリド組成の定値制御にフ

ィードフォワード/フィードパック制御系を適用し、外乱やモデルの不確

定性に対する制御性に関して検討を行ったo

( 2 )状態推定制御

バイオプロセスを対象として、直接制定の不可能な状態量をオンライン

推定する研究はWangら42l，43)によって始められた o 彼らはイースト培養

プロセスにおいて、化学量論的手法ならびにoh C 0 2の排ガス分析値か
ら菌体濃度、比増殖速度を推定する方法を開発した o この化学量論関係を

基礎とした推定方法は、 Zabriskieら44)やErickson45lにより受け継がれ

改良されると共に、酵母培養系のみならずペニシリン生産プロセス 36)， 46) 

やグルコン酸生産プロセス 47)へ応用され、それぞれ基質、菌体、生産物

の各濃度の推定に用いられた o

対象プロセスのダイナミックモデルをさらに積極的に状態推定に利用す

るものとしては、現代制調理論の範鴫にある状態観測器(オブザーパ)に

代表される o Takamatsuら48)は酵母培養系における菌体濃度、基質濃度の

推定に状態観測器を適用し、また村上ら 49) も連続培養系へ状態観測器の

適用を検討した o
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以上に述べた推定方法では、いずれの場合もシステムに存在する種々の

不確定性を考慮していないので、測定データがノイズに汚されていたり、

システムにノイズが加わった場合、正確な状態推定ができないという欠点

を有している o これに対し、システムの状態方程式(モデル)、システム

や観測値に加わるノイズの性質、状態量の初期推定値などの先験的情報を

もとに、観測値をオンライン的に与えることにより、ノイズを排除して状

態量を逐次的に推定するオンラインデータ処理アルゴリズムとしてカルマ

ンフィルタが提案されている o 拡張カルマンフィルタは、線形システムに

対して理論展開されたカルマンフィルタを非線形系に拡張したフィルタで

あり、信頼性の高いセンサーが少ない徴生物反応プロセスや重合反応プロ

セスにおいては、カルマンフィルタ理論の適用が活発に検討されている。

Stephanopoulasら50-531は、徴生物反応に関与する C、H、N、O、の

各元素のマクロバランスに基づいた増殖モデルを提案し、排ガス中の

C 0 h 02分析値、溶存C02、02値や pH値から、菌体収率や増殖速度

などの主要パラメータや、状態変数の推定機構について一連の検討を行っ

たo またShiら54)は、同じく元素バランス法に基づいた拡張力ルマンフィ

ルタを、 S.cereV1SlaeおよびS.ambofaciensの半回分培養系に適用し、菌

体濃度の状態推定を行ったo 代謝経路の異なる二種類の酵母に適用できた

ことから、拡張力ルマンフィルタの有効性を実験的にも確認できたと報告

している o またLiao5 5)は、未同定物質の存在下でも状態を良好に推定し、

かっ測定誤差に対する感度を低減化させる特異値分解を併用した拡張力ル

マンフィルタを提案し、アミノ酸発酵とパン酵母培養系への適用を検討し

fこo

徴生物の増殖をオーバーオールに捉えたモデルをベースとしたフィルタ

理論の適用例としては、 Nahlikら56)がエタノールを増殖制限基質とした

S.Cerevisiaeの増殖反応に、 Shioyaら57-59)は同じく S.Cerevisiaeの半回
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分培養プロセスに、 Schlasnerら6日]はStreptmycesC5の半回分培養プロセ

スにそれぞれ拡張力ルマンフィルタを適用し、微生物濃度や基質濃度など

の状態推定やモデルパラメータの推定を行ったo また、 Staniskisら61)は

S.Cerevisiaeによるエタノール連続発酵プロセスに、 Montagueら62)は半

回分ペニシリン発酵プロセスに適用した o 遠藤 63)は、酒精酵母の回分培

養系へ力ルマンフィルタを適用し、培養プロセスの総合監視システムを提

案した o Ponsら64.)は拡張力ルマンフィルタと適応観測器をS.cereV1Slae

の回分、半回分培養系へ適用し、古くからオンライン計測されてきた二酸

化炭素生成量、酸素、アンモニア消費量の観測値から、菌体濃度、グルコ

ース濃度、エタノール濃度を推定し、両者の性能に関して比較検討を行っ

たo またChattawayら65)は、遺伝子組み換え菌の連続培養反応におけるプ

ラスミドの安定性のオンライン推定に、線形カルマンフィルタを適用した。

一方、酵素反応系への適用としては、 Caminalら66)がセルラーゼによる

セルロースの加水分解反応を対象に力ルマンフィルタを適用し、連続反応

実験データからセルラーゼの熱失活のモデル同定を行った o

このように状態観測器や拡張力ルマンフィルタなどの状態推定手法は、

バイオプロセスに対して数多く適用され、状態推定やノイズ除去に効果的

に用いられてきた o 本研究では、液体クロマトグラフ分析装置による油脂

のトリグリセリド組成の観測データから、本来制御指標とすべき対称型ト

リグリセリドSOSの絶対濃度推定に拡張力ルマンフィルタを適用したo さ

らにカルマンフィルタによる推定値をフィード‘パックする状態推定制御系

を構成し、その制御性に関してシミュレーションによる検討を行ったo
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1. 3 本研究の目的と内容

本研究の目的は、固定化徴生物由来のリパーぜを用いた徴水系バイオリ

アクターにより油脂をエステル交換反応させ、製品としてのトリグリセリ

ドsosを生産する際に、プラント操作の観点から加水分解反応によるジグ

リセリド等の副生を抑制し、効率的にエステル交換反応を進めるための最

適な反応制御システムを開発することである。以下に本論文の各章ごとの

概要を示す。

第 2章では、制御システムの設計、評価に必要不可欠な徴水系エステル

交換反応の数学モデルについて検討を行う o 徴生物由来リバーゼを用いた

油脂のエステル交換反応におけるグリセリド組成の動的挙動を比較的良好

に表現するモデルとして、既にグリセリド酵素複合体モデルが提案されて

いる 67)。しかし、反応液の水分濃度は一定という仮定がなされており、

水分濃度の動的挙動については表現できないモデルとなっている o このた

め、新たに水分についての物質収支を考慮し、反応速度定数や酵素失活速

度定数に大きな影響を及ぼす徴量水分濃度のダイナミックスまで表現する

ことができるように導いた、改良グリセリド酵素複合体モデルについて説

明する O

第 3章では、連続エステル交換反応の水分濃度、トリグリセリド組成同

時制御系について検討を行う o まず改良グリセリド酵素複合体モデルをベ

ースに、基質の流入、流出およびリパーゼの失活を考慮した連続反応モデ

ルを導く o 得られたモデルに基づき、グリセリド生成量と反応液水分濃度

との関係から、 sos生成量を最大とする最適水分濃度について検討した結

果を示す。そして、水分濃度、トリグリセリド組成の同時フィードパック

制御系を構築し、その制調性に関してシミュレーションおよび実験の両者
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から得られた結果を示す。

第 4章では、トリグリセリド組成の定値制御のためのオンライン酵素活

性推定機構を有したフィードフォワード/フィードパック制御系について

述べる O これは、液体クロマトグラフ分析装置の観測データに含まれるノ

イズに対して、フィードフォワード要素を加味することによりフィードパ

ック要素の低感度化を図り、安定性および制御性の向上を日指すものであ

るo フィードフォワード制御系が効果的に機能するためには、モデル構造

やパラメータが精度良く与えられている必要がある o そのため、オンライ

ン酵素活性推定機構として、モデルパラメータの中で最も感度の高い酵素

活性初期値を、回分操作時のトリグリセリド組成の観樹値に基づき逐次反

復推定する機構について検討したo このオンライン酵素活性推定機構を有

したフィードフォワード/フィードパック制御系を連続エステル交換反応

のスタートアップ操作および外乱としての原料基質漫度変動に適用し、そ

の制御性に関してシミュレーションおよび実験の両者により検討した結果

を示す。

第 5章では、最終的な制御目的であるが直接測定できない、トリグリセ

リドsosの絶対濃度を制御対象とした制御手法に関して検討を行う o 連続
エステル交換反応プロセスのオンライン測定に用いたHP L C (高速液体

クロマトグラフ分析装置)で分析されるデータは、トリグリセリド組成す

なわち総卜リグリセリド量に対する各構成トリグリセリドの比であり、本

来制御指標とすべき対称型トリグリセリドsosの絶対遣度を直接求めるこ
とができな ~\o そのため、状態推定手法として用いられているカルマンフ

ィルタをsosの濯度推定に適用した状態推定制御系を構築し、その制御性
に関してシミュレーションにより検討した結果を示す。
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第 2章 徴量水分濃度の動的変化を考慮した回分式

油脂エステル交換反応プロセスのモデル化

2. 1 緒言

油脂のエステル交換反応における酵素反応は、既に述べたように一般的

にn-ヘキサンなどの有機溶媒系で実施されるが、加水分解反応とエステ

ル化反応の競合反応であることから、有機溶媒中の徴量な水分濃度の差異

が反応速度や製品収率に大きな影響を与えることが知られている 23-25).

681.691D 反応液中の水分濃度が高くなりすぎると加水分解反応が促進さ

れ、副生成物のジグリセリドや脂肪酸の生成が支配的となる o また逆に、

水分濃度が低すぎると酵素のエステル交換活性が十分に発現せず、製品と

なるトリグリセリドの生産性が低 Fする o そのため、ジグリセリドの生成

を抑制しつつ、トリグリセリドの生産性を最大にする最適な水分濃度に制

調するといった反応制調の観点からその制御システムの確立の重要性が指

摘されている 70)o

一方、リノ〈ーゼを用いた油脂のエステJ!，，-交換反応を表すモデルとして、

一次反応モデルや逐次反応モデルなど幾つかのモデルが提案されているが、

最近新たにグリセリド酵素複合体モデルが報告されている 67 )。これは、

反応に際してグリセリドと酵素が複合体を形成し、反応中間体として働く

ものと仮定したモデルであり、反応基質の動的挙動が他のモデルに比較し

て精度良く表現することができる o しかしながら、反応液の水分濃度は従

来のモデルと同様に一定と仮定しているため、この濃度の反応への動的影

響については表現できないモデルである o

微水系バイオリアクターでは反応液の水分濃度が反応速度や反応組成に

与える影響が大きく、動特性の解析や制御系の設計・評価には動的に水分

濃度も表現できる数式モデルの開発が重要である o 本章では、水分濃度を
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加味した改良グリセリド酵素複合体モデルを提案し、反応基質のみならず

水分濃度の挙動についても検討を行った q

2. 2 数式モデル

図2-1に対象とする回分系/くイオリアクタープロセスの概略図を示す。

反応槽は捜搾槽型反応槽で、中に徴生物保持粒子(6mm角ポリウレタンフ

ォーム)に固定化された乾燥菌体Rhizopuschinensisが封入されている O

R.chinensisは、グリセリドの 1、3位特異性を有するリパーゼ生産菌で

図2-1 回分反応実験装置フロー図

(1)反応槽(2)焼結金属性フィルター (3)パルプ

(4)シリンジ (5)徴生物保持粒子(6)反応液
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ある D 本反応プロセスでは、原料オリーブ油の l、3位のオレイン酸基を

リバーゼにより特異的にエステル交換し、製品としてsos(アシル残基の

l、3位にステアリン酸基、 2位にオレイン酸基の結合した対称型トリグ

リセリド)の生産を目的とするものである o リバーゼを生体触媒とした油

脂のエステル交換反応はこの槽内で進行する o

図2-1に示した反応槽で起こるエステル交換反応は田波二相系での反

応となるので、液相(反応液)と圏中目(微生物保持粒子)の両者について

それぞれ物質収支式を求めた。

2. 2. 1 反応基質に関する物質収支式

エステル交換反応に関与する基質として、トリグリセリド (OOO，POO，

POP，soo.soP，SOS)、ジグリセリド (OOX，POX，SOX)、脂肪酸 (OA，PA，SA)

の計 12種類の反応基質を想定した o ただし、 0はオレイン酸墓、 Pはパル

ミチン酸基、 Sはステアリン酸基を、 XはOH基を示すものとする o 液相にお

ける物質収支は、液相内蓄積量が固相への物質移動量に等しいので、次式

で表現できる o

d C b 
d t 
一一 K (C b一C.) (2-1) 

ただし、物質移動係数を k、有効接触面積をA、反応器容量をVとすれば

K=kA/Vである o

固相における物質収支は、固相内蓄積量が液相からの物質移動量と反応

による生成量の和となることから、次式で表現できる o

円
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d C . 
d t 

-VRK (C.-Cb) +Rv  (2 -2) 

ただし、 VR は微生物保持粒子量の反応液量に対する容量比 (=V/ 

V b) である o また(2 -1 )、 (2 -2 )式において、 Cb、 C s 、 K 、

Rvはそれぞれ以下に示す 12種類の液側基質濃度ベクトル、微生物保持

粒子内基質慮度ベクトル、総括物質移動係数マトリックスおよび反応速度

ベクトルを表すo

C b. 000 c s. 000 Ktl r 000 

C b. pOP C 50 pOP Ktl r P 0 P 

C b， 50S C 1.505 Ktl r S 05 

C b， POO C 1， POO K t 1 r P 0 0 

C b. SOO C S， SOO Ktl r S 0 0 

C b， 50? C " SO? Kt  r S 0 P 

Cb=ICb.OA ' 
C.=  C 1， OA ， K=  K.  ， Rv=  r 0 ̂  (2 -3) 

C b. P ̂  C 1. PA K .1 r p ̂  

C b， S A C .， S A K .1 r S A 

C h. OOX C 1. OOX K d I r OO){ 

C b. POX C 1， POX K d I r P 0 X 

Cb， SOX C .， S 0 X K d I r S 0 X 

ここで Rvの要素は、 Kyotaniら67)の提案しているグリセリド酵素複合

体モデルにおける各基質の反応速度式であり、微生物保持粒子内基質濃度

C .および酵素濃度Ceの関数として表されている o なお、反応機構ならび

に反応速度式の詳細はAppendix-lに示した通りである o
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2. 2. 2 水に関する物質収支式

j皮椙における水の物質収支は、液相内蓄積量が国相への物質移動量に等

しく、水の総括物質移動係数Kw(= kwA/V)を導入すれば次式で表現

できる o

d C"官
d lw = -kw(C b 官-c官官) (2-4) 

固相における物質収支は、国相内蓄積量が液相からの物質移動量と反応

による生成量との和に等しく、 KwおよびVRを用いれば次式で表現できる。

d C . w 
-ーユニ-'" V R K w (C b， w - C 官官) + r w 
d t 

(2 -5) 

(2 -4)式の右辺および (2-5)式の右辺第 1項は水分の物質移動

項である。(2 -1 )、 (2 -2)式の場合とは異なり、固相水分濃度と

液相水分濃度との差をそのまま推進力とするのではなく、固相水分濃度と

平衡な水分濃度C帆宵と液梱水分濃度との差を推進力とする 67)。固相水分

濃度をc..WII [g-H2u/g-dry cell] と表すと、 C" wgと平衡水分濃度

C w.曹との水の吸着平衡関係は、次式の BET式により表される q

C s. w g 
V mC1X 

(l-X) (l-X十C1X)
(2 -6) 

x = C W， W 
C "t  

(2 -7) 

n同
叫
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ここで CI a tは水の飽和溶解度、 Vm， C 1はBET式のパラメータであ

り、本反応系では各々 C• I t = 3 .139 X 10-5mol/cm3、V由 =o. 3702g-H2u/ 

g-dry cell、C1=2.447である 9)。なお、 C1， W置から Ci，胃 [mol/cm勺へ

の換算は、乾燥菌体の平均密度がおよそ 1.0g/cm3、また水の分子量が18.0

であることを考慮して、次式によりなされる O

C 1， W ニ 18，uXC.，Wg ( 2-8) 
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2. 3 実験方法

2.3. 1 実験方法

( 1 )原料

オリーブ油、ステアリン酸メチル、および溶媒としての n-ヘキサン

(いずれも和光純薬工業側製)を重量比で1:2: 3となるように調製し、原

料液とした o 原料液組成を表 2-1に示す。

( 2 )反応方法

リパーゼ生産菌R.chinensisの固定化された徴生物保持粒子40gを図 2-

1に示す反応槽(容量8.0X103cm3)に封入し、原料液7.5X 10 3cm 3を供給、

反応温度40
0

C、揖搾速度200rpmで回分反応を行ったo 徴生物保持粒子中の

固定化菌体量は16.2gであり、またその酵素比活性はO.471U/gであった口

反応液のサンプリングには菌体の混入を防ぐため、孔径 2μmの焼結金属

製フィ jレターを使用したo 原料液の初期水分濃度は、 123ppmおよび340ppm

の2水準とした。

( 3 )分析方法

反応液のトリグリセリド組成は、検出器として示差屈折計(昭和電工側

製 ShodexModel SE-l1)を装着した液体クロマトグラフ分析装置(日立

製作所製MODEL638-50)により分析した。カラムとしてLichrospher100 

RP-10 (Merck社製)を用い、移動相溶媒としてはアセトニトリル/クロロ

ホルム混合液 (7/3v/v)を1.5cm3/minで流した o カラム温度は恒温槽に

'
E
i
 

nノ
臼



より 30
0

Cに保ったo

全脂質中のトリグリセリド、ジグリセリド、脂肪酸の組成比(油脂組成)

は、検出器として示差屈折計(昭和電工(株)製 ShodexModel SE-11)を装

着したゲ、ルパーミュエーションクロマトグラフ分析装置(島津製作所製

LC-3A) に、 GPCカラムHSG-15を2本、 HSG-20を2本(共に島津製作所製)

直列に接続して分析した o 移動相溶媒としてはテトラヒドロフランを用い、

1.0cm3jminで:流したo カラム温度は30
0Cとしたo

反応液の遊離脂肪酸組成は、検出器として水素炎イオン化検出器を装着

したガスクロマトグラフ分析装置(島津製作所製 GC-7A) により分析した。

力ラムとしては、 3mmガ、ラスカラムにUnisole3000(ガスクロ工業陶製)を

充填したものを用いたo またインジェクション温度、カラム温度はそれぞ

れ2700Cおよび21QOCに保ったo

また、反応波および微生物保持粒子内の水分濃度は、電量適定方式の力

一ルフィッシャー水分計(京都電子工業側製 MKC-210) により制定したo
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表 2-1 原料液組成

反応基質 j夜中日 固相

一一一一 一一一ーー一ー 一一一一一一一一ーーーー一一一一一一一一一I 一一一一一一一一一一一一一ー司

トリグリセリド

000 6.288x10-5 0.000 mol/cm3 

POP 2.S46xI0-6 0.000 mol/cm3 

sos 5.230X 10-7 0.000 mol/cm3 

POO 2.596XIO-S 0.000 mol/cm3 

SOO 8.195xIO-6 0.000 mol/cm3 

SOP 1.506XIO-6 0.000 mol/cm3 

脂肪酸

OA 7.280xl0-6 0.000 mol/cm3 

PA 1.407xlO-S 0.000 mol/cm3 

SA 7.967xIO-4 0.000 mol/cm3 

ジグリセリド

OOX 6.821XIO-6 0.000 mol/cm3 

POX 1.414xI0-6 。.000 mol/cm3 

SOX 4.580XIO-7 0.000 mol/cm3 

酵素 1.015XIO-3 U/cm3 

7}: 

ケース 1 4.959XI0-6 3.333x 10-3 mol/cm3 

ケース 2 1.381Xl0-5 8.472x 10-3 mol/cm3 
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2. 3. 2 各種パラメータの決定

水分に関する物質収支を加味したことにより、 ( 2 -4)、 (2 -5) 

式中の水に関する総括物質移動係数Kwが新たなパラメータとして増加し、

前記モデル中には反応速度定数k1---ksを含め 7つのパラメータが含まれ

るo これらのパラメータの値を決定するため、先行文献 9)における回分反

応実験データに基づきパラメータ同定を行った o すなわち、各トリグリセ

リドの組成比、各脂肪酸の組成比、全油脂中のトリグリセリド、ジグリセ

リド、脂肪酸に対する比(油脂組成)に着目し、各々の水分濃度ごとに時

系列実験データと計算値との誤差の二乗和が最小となるように、 kt--ks

およびKwの値を推定した o パラメータの詳細な推定手順に関しては

Appendix-2 に示した通りである。なお、 Kt 、 K~、KdについてはKyotani

ら9)の値を用いた o

図2-2--7に得られたパラメータと水分濃度との関係を、先行文献自}

の結果と共に示すo ただし横軸については、 (2 -6)、 (2 -7)式の

水分吸着平衡関係式を用いて反応液と平衡な閏相水分濃度に変換した白水

分に関する物質収支を加味したことにより、図 2-2--7に見られるよう

にkh k 2， k 4 は低水分濃度で値が大きくなり、 k3は逆に小さくなる

傾向となったo

各反応速度定数の水分濃度依存性を、最小二乗法により直綿近似した結

果を図中の実線および表2-2に示す O ただし、 k5およびk6については

直線近似では誤差が大きくなったので、範囲を分割し 2本の直線により近

似した o また、水に関する総括物質移動係数は Kw=O.02575min-1が得ら

れたo
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図2-2 反応速度定数 k1の水分濃度依存性

一一一:水の物質移動を考慮した場合
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図 2-3 反応速度定数 k2の水分濃度依存性

記号は図 2-2と同じ D
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図2-4 反応速度定数 k3の水分濃度依存性

記号は図 2-2と同じ o
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図2-5 反応速度定数k4の水分濃度依存性

記号は図 2-2と同じ o
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図2-6 反応速度定数k5の水分濃度依存性

記号は図 2-2と同じ。
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図2-7 反応速度定数 k6の水分濃度依存性

記号は図 2-2と同じ o
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表 2-2 パラメータ推定結果

反応速度定数

k 1 2187 米Log(C..曹g) + 7587 

k 2 2.804 米Log(C......g) + 13.50 

k 3 二 0.02370本Log(C......g) + 0.1275 

k 4 450.8 本Log(C..Wg) + 1381 

ks -100.0 米 Log(C..Wg) 83.50 

(0 く Cs. 官 g< 0.079) 

k s -6.465 本Log (C..曹耳) 十 20.01 

( C.. 胃 g 二三 0.079) 

k 6 140.6 本Log(C" 胃 g) + 133.9 

( k 6 二三 0) 

総括物質移動係数

K官ニ 0.02575min-1
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回分実験とシミュレーション結果3 3. 2. 

初期水分濃度を123ppmとした回分反応実験における反応基質組成の経時

トリグリ変化をシミュレーション結果とともに図 2-8に示す。縦軸は、

セリドについては各トリグリセリドのトリグリセリド合計に対する比、脂

肪酸については各脂肪酸の脂肪酸合計に対する比を示し、総トリグリセリ
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回分反応実験におけるトリグリセリド組成および水分濃度の図2-8

経時変化(初発水分濃度を123ppmとした場合)
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それぞれのトリグリセリド、脂肪酸、ド、総脂肪酸、総ジグリセリドは、

ジグリセリドの総和(全油脂)に対する比を示す。

トリグリセリド、脂肪酸、油脂各組成の経時この図からも分るように、

変化はシミュレーション結果と実験結果とがいずれも良好に一致している。

一方、反応液の水分遣度に関しては反応開始直後、すなわち約3hまでの急

また、 3........18hでは実験値激な濃度低下の現象は良好にとらえられている。
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その後は逆に低く推移するが、ほぼ良好な結果と

また、初期水分濃度を340ppmとした場合の結果を図 2-9に示す。

の方がやや高めになり、

いえる o
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経時変化(初発水分濯度を340ppmとした場合)
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ケース lと比較すればトリグリセリド、脂肪酸、油脂各組成に関してのみ

ならず、水分濃度の挙動についても反応全般にわたり過渡状態がケース l

に比べより良好に表現されている o

図2-7に示した k6の水分濃度依存性から明らかなように、水分濃度

が高い場合 k6は正の値をとるため加水分解反応と逆反応に関して平衡が

成り立つが、水分濃度が低い場合 k6は常にOとなり、加水分解反応が一方

的に進行する o したがって水分濃度の低いケース lでは、水分濃度が反応

平衡に達せず、徐々に低下するというシミュレーション結果になったと考

えられる o しかしながら全般的には、これまで考議されたことのなかった

反応液の水分濃度に関して、反応開始直後から反応平衡に達するまでのpp

mレベルでの極微量の水分濃度変化を良好に表現できるモデルと考えられ

るo 本モデルは水分濃度の徴量変化のみならず水分濃度依存性の大きいト

リグリセリド、脂肪酸、油脂各組成の動的挙動をも良好に表現できるので、

反応器の解析、設計などにも有用なモデルであると思われる o この数式モ

デルをベースとして、製品トリグリセリド組成に着目した反応液組成制御

系の開発および最適操作条件の探索が必要である o
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2. 4 結論

同定化微生物由来リパーゼを生体触媒とした油脂のエステル交換反応プ

ロセスにおいて、とくに反応系内の徴量水分濃度変化を表現できる数式モ

デルの開発を目的とし、回分反応系を対象として検討を行った o Kyotani 

ら67 Jが提案したグリセリド酵素複合体モデルを改良し、新たに水分に関

する物質収支を加昧した数式モデルを導いたo モデルの未知パラメータと

しての反応速度定数 kl---k6および水に関する総括物質移動係数Kwの7

つのパラメ←タを決定するため、回分反応実験データに基づきパラメータ

フィッティングを行った結果、 k1--k6は徴生物保持粒子内水分濃度の線

形関数として近似できることが分ったo さらに、得られた数式モデルは反

応基質としてのトリグリセリド、脂肪酸、油脂各組成のみならず、徴7k系

バイオリアクターにおいて最も重要な状態量といえる反応液中の水分濯度

のppmレベルでの微量変化をも良好に表現することがシミュレーションお

よび実験の両者により確められた o
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第 3章 連続エステル交換反応の水分濃度・トリグリセリド組成

同時制御

3. 1 緒言

リバーゼを用いた徴水反応系での油指エステル交換反応の反応動力学の

解明を目的として、前章では回分反応系を対象に、グリセリドなどの反応

基質のみならず徴水系バイオリアクターにおいて重要な状態量である水分

濃度の動的挙動まで良好に表現できる改良グリセリド酵素複合体モデルを

開発した。しかしながら、工業生産面から考えると、連続式反応システム

を応用する方が効率的に優れている o 本章では、この回分反応系で検討し

た数式モデルを基に、原料供給および酵素失活を加味した連続反応モデル

を導出したo さらに、この制御対象に対してオンオフ調節計を用いた反応

液の水分濃度制御系を構成し、製品トリグリセリドおよび副生成物である

ジグリセリド生成量の水分濃度依存性に関する比較を行い、最適水分濃度

に関してシミュレーションにより検討した o

また、連続反応ではリパーゼの失活が起こり、製品卜リグリセリドの組

成が変化する o このため、ジグリセリドの生成を抑制しつつ、トリグリセ

リド組成を一定に保つための水分濃度・トリグリセリド組成同時フィード

パック制御系を構成し、良好な定値制御性を達成するための制御系の構造

や最適なコントローラ・パラメータについて実験およびシミュレーション

による検討を行った o
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3. 2 連続エステル交換反応モデル

3.2. 1 連続反応プロセスフロー

図3-1に連続エステル交換反応の概略プロセスフローを示す。反応槽

は流動層型反応槽であり、中に微生物保持粒子に固定化された乾燥菌体

R.chinensisが封入されている o 反応槽内の流動状態を確保するため、反

応槽と水分濃度調節槽の間で循環ポンプにより反応液を循環させている c

製品は水分濃度調節槽からオーバーフローにより排出される D

10 

図3-1 連続反応実験装置フロー図

(1)流動層型反応器(2)揖搾器 (3)オンライン液体クロマトグラフ

分析装置 (4)水分計(5)水分センサー (6)パーソナルコンビータ

(7)循環ポンプ(8)水貯槽 (9)反応液貯槽(10)微生物保持粒子
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前章で導いた改良グリセリド酵素複合体モデルをベースに、基質の流入、

流出項ならびに酵素失活を考慮することによって、連続エステル交換反応

のモデル化を行った o

3， 2. 2 数式モデル

( 1 )反応基質に関する物質収支式

図3-1に示した連続反応系における物質収支式は、改良グリセリド酵

素複合体モデルに基づけば、液相(反応液)および固相(徴生物保持粒子)

のそれぞれにおいて次式で表される o

d C b 
d t 
-十 (Cr-Cb)-K (Cb-C.) ( 3-1) 

d C " 
d t 
一一VRK(C.-Cb) +Rv ( 3-2) 

ここで、 Ffは原料供給速度であり、反応に関与する基質の種類および

基質濃度ベクトルC、総括物質移動係数マトリックスK、反応速度ベクト

ルRvや他の記号は前章で説明した通りであるo

一方、水に関する物質収支も改良グリセリド酵素複合体モデルに基づき、

液相(反応液)および圏中目(微生物保持粒子)のそれぞれにおいて次式で

表される o

戸
川

u
n
d
 



d C b. 宵 r
一一一一 = ~'T { (C f. w -C b. w) -K w (C b. w -C官官)
d t V 

(3-3) 

d C • 
一一ーム_w V R K w (C b. w -C W. w) + r ... 
d t 

(3-4) 

ただし、 CW.曹は (2-6)式から(2 -8 )式で求められる微生物保持

粒子内水分濃度C•. wと吸着平衡な水分濃度である o

( 2 )酵素失活速度式

徴生物保持粒子に固定化されたリバーゼの失活速度式は、次式で表され

るo

d C e 

d t ー-k a C e (3-5) 

ここで、 kaは失活速度定数である o

固定化微生物法を用いた徴水系バイオリアクターにおけるリパーゼの失

活速度は、徴生物保持粒子内水分濃度に依存することが実験的に確認され

ている 10)0 (3-5)式をシミュレーションに用いるには、 keが徴生物

保持粒子内水分遣度C" wの連続関数として表されている必要がある o そ

のため、これらの失活速度に関するデータ 10)を用いて、計算値と実験値

との誤差の二乗和が最小となるように keを求めた結果、各水分遣度ごと

に図 3-2に示すプロットが得られた。
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さらに、失活速度定数と徴生物保持粒子内水分濃度の関係に最小二乗法

による多項式近似を行えば、図 3-2の実線に示す次式の実験式が得られ

たO

ke = O.7336X10-4-O.1273xl0-1C..曹 +1.361C.，曹2

-49.51C..w3 

(0豆C..曹<0.01108) (3-6) 

k e = 3.263X 10-5-5.267x 10-5 C 1，冒

宅1.0 I Xl0-
4 

ε 
二0.8
C 
m 

~0.6 
O 
u 

50.4 
ro 
主0.2
u 
ro 

(0.01108亘C5. w) 

O 

ω 
O 

， Xl0-2 
00 051015ZO Z5 
Water content [mot/cm3] 

図3-2 酵素失活速度定数の水分濃度依存性

o 実験データからの計算値
一←ー (3-6)式の関数近似結果
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3. 3 実験方法及び条件

リバーゼ生産菌里.Chinensisの固定化された徴生物保持粒子80gを図 3-

1に示す流動層型反応槽(流動槽全容量4.0X l03cm3) に封入、原料液5.5

X 103cmSを供給し反応槽、水分濃度調節槽および液循環ラインを原料液で

満たした後、反応温度40
0

Cで反応を行った O 微生物保持粒子中の固定化菌

体量は32.4gであり、またその酵素比活性はO.577U/gであったo 反応液の

循環流量は2.4X 103 cm3 /rninとしたo

反応液の水分遣度は、水分センサー(パナメトリクス社製ハイグロメー

タ・システム 1)により連続的に検出し、変換器からの電圧信号 (DCO-5V)

を10/sで取り込み、 l秒間ごとに平均化処理を行ったo 水供給速度は0.60

cm3/rnin、制御周期は3rninとした o 1周期におけるポンプ稼働時間は、水

分濃度設定値に応じて5---30sの範囲で設定した o また反応液の力一ルフィ

ッシャー水分計によるオフライン分析も行った。

一方、反応液のトリグリセリド組成はオンライン液体クロマトグラフ分

析装置(島津製LC-6ADι-R4A.PRG-I02A.FCV-2AH)により分析した o 充填

カラムはLichrospher100 RP-I0 (Merck社製)を用い、移動相溶媒として

アセトニトリル/クロロホルム混合液 (7/3v/v)を1.5cm3/minで流した。

力ラムは恒温槽により 300Cに保った o この条件下でのサンプリング周期は

30minであったo 水分濃度およびグリセリド組成の測定値は、制御用コン

ビュータ (NE C製FC9801X)へデータ伝送し、コンビュータにより水供

給ポンプおよび原料供給ポンプの回転数制御を行ったo また、原料液の調

製方法ならびにその他の実験条件は前章に示した通りである o 各基質濃度

は表3-1に示す値となったo
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表 3-1 原料液組成

反応基質 液中目 固相

一一一ー一一一ーー一一一ーー一一一一ーー-ー一一一一一一一ー一一ー一一ー--一一一ー

トリグリセリド

。。。 7.816XI0-5 0.000 mol/cm3 

POP 5.983X10-6 0.000 mol/cm3 

SOS 6.630XI0-7 0.000 mol/cm3 

POO 3.826X 10-5 0.000 mol/crn3 

SOO 1.010xl0-5 0.000 mol/cm3 

SOP 2，193XI0-6 0.000 rnol/cm3 

脂肪酸

OA 2.680X10-6 0.000 mol/cm3 

PA 4.703xlO-5 0.000 mol/cm3 

SA 7.625xl0-4 0.000 mol/cm3 

ジグリセリド

OOX 6.821x 10-6 0，000 rnol/crn3 

POX 1.414XIO-6 0.000 mol/cm3 

SOX 4.580XIO-7 0.000 mol/cm3 

酵素 5.166XI0-3 U/cm3 

7.1< 2.031XI0-6 1.389XI0-a mol/cms 
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3. 4 水分濃度制御

3.4. 1 制御機構

エステル交換反応における反応速度定数および酵素失活速度定数は水分

濃度依存性が大きいため、製品トリグリセリドの生成に大きな影響を及ぼ

すと推察される。そのため、図3-3のブロック図に示す反応液水分濃度

に関するフィードバック制御系を構成したo

Cm.w 

Cb.wset 回ヱ4.回主争lPro Cb.w 
+ 

図3-3 水分譲度制御系ブロック図

操作量に水供給速度 FW，¥コントローラにオンオフ調節計を用いれば、

制御系の各要素は次式で表される o

誤差信号 e 1 = C b，曹... t一Cm. 育 ( 3-7) 

コントローラ ハV
1

ム

「
1
1
1
1
L

一一p
 

( e 1 ~玉 0)

( 3-8) 

(el>O) 

nu 
a刈
宮



操作端

iO.60XPl (i. tc亘 t孟・ t c + t on) 

F w = (3-9) 

L 0 . 0 ( t on + . t c 豆 t孟(i + 1 )・ tc) 

Ci=O， 1，2，3，...) 

観測端 パCm .... 
ーーヱι胃 = 一 (一 Cm.宵+C b. W) 
d t T 1 

(3-10) 

ここで、 tc はポンプのオンオフ制御周期、 tonCtc>ton)はポン

プの作動時間であるo また、水分濃度検出器の検出特性は時定数13minの

1次遅れ特性に近似でき、 T1は 1次遅れ時定数である o

3. 4. 2 最適な水分濃度設定値の検討

連続エステル交換反応において、反応液水分濃度を制御する場合としな

L 、場合について、製品トリグリセリドsosおよび副生成物ジグリセリドの

生成に及ぼす影響についてシミュレーションにより検討したo 図3-4お

よび図 3-5は、原料供給速度を1.2cm3/minとした場合のsosおよびジグ

リセリドの総生成量を示したものである o 計算に際しては、流入原料によ

る影響を受けないように、表 3-1に示した原料基質組成の中でsosおよ

びジグリセリド謹度をO.Omol/cm3とした。さらに酵素が完全に失活する状

態までシミュレーションを行い、生成量が変化しないことを確めて総生成

量とした。横軸の水分濃度は、水分制御を行った場合はその制御設定値を、

制御しない場合は原料中の水分濃度を示している。図 3-4から分るよう

に、水分制御を行わない場合原料中の水分濃度によらずsos生成量は低い
が、水分制御を行うことにより生成量は顕著に増加し、およそ90ppm近傍

で最大生成量を示している o
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sos生成量が最大となる水分濃度設定値が存在する理由は、エステル交換

反応の反応速度定数およびリバーゼの失活速度定数の水分濃度依存性に起

因するものであり、このことから撒水系バイオリアクターにおける水分濃

度制御の重要性が示唆される D 一方、副生成物のジグリセリド生成量に関

しては、図 3-5から分るように水分制御を行った方が逆に高くなってお

り、水分濃度設定値に対して単調増加の傾向が見られる。以上のことから

水分濃度制御系の設定値に関して、 50S生成量を最大にするにはジグリセ

リドの生成が許容範囲内にあれば90ppm近傍に設定するのが好ましいo し

かしながら、より厳密な水分漉度設定値の決定には、コスト評価など適当

な評価関数の下での最適化が必要である。

3. 4. 3 告11御実験結果および考察

図3-3のプロック図に示した水分濃度制御系を連続反応に適用した結

果を図 3-6および図 3-7に示すo 水分濃度設定値はそれぞれ35ppmお

よび;"90ppmとし、原料供給速度は1.2cm3jminとした o 図の横軸は反応時聞

を、縦軸は全トリグリセリドに対する各トリグリセリドの比率および水分

濃度を示す。図中のプロットは実験値、実録は計算値である o 反応液の水

分濃度に関しては、オンオフ調節計を用いているためラフな制御性しか得

られていないが、ジグリセリド含有率 (mol基準の全油脂に対するジグリ

セリド百分率)は、反応を通してそれぞれ1.5%および3.0%程度に抑制す

ることができたo 一方、トリグリセリド組成に着目すれば、製品sosはト

リオレイン000の減少に伴い増加するが、水分謹度を90ppmに制御した方が

sosの立ち土がりが速1，.¥。また、リパーゼの失活速度も抑えられ、結果と

してsos濃度の低下速度も小さくなることが図より明かである o 以上のこ

とから、水分濃度制御によりグリセリドの生成速度や酵素失活速度を制御

できることが分ったo
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既に述べたように、連続反応系では酵素の失活に伴うトリグリセリドの

組成変化は避けられな ~)o したがって反応過程を通して均一組成のトリグ

リセリドを得るには、反応液の水分濃度制御に加えて製品sos基準トリグ

リセリド組成に関する定値制御系の導入が不可欠である O 次に、原料供給

速度を操作量としたsos定値制御系を付加した水分濃度・トリグリセリド

組成同時制御について検討を行った o
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3. 5 水分濃度・トリグリセリド組成同時制御

3. 5. 1 制御機構

図3-8に水分濃度・トリグリセリド組成同時制御系のブロック図を示

す口本制御系は水供給速度で反応液の水分濃度を、原料供給速度でトリグ

リセリド組成を同時制御するもので、水分濃度制御ループの構造は前節で

述べた通りコントローラとしてオンオフ調節計を用いている O 一方、トリ

グリセリド組成制御ループにおいては、トリグリセリド組成がオンライン

液体クロマトグラフ分析装置により分析されるため、分析周期Ts minの

サンプル値制御系となる o

Cm.w 
回

C円」 iGU1

Cb.w 

Process 
Cb.rsos 

Cm，rsos 

図3-8 水分濃度、トリグリセリド組成同時制御系ブロック図
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操作量に原料供給速度 Ff、コントローラに P1調節計を用いれば、制

御系の各要素は次式で表される。

誤差信号 e 2 (k) = C b. r oe t (k)一Cm.rao.(k) (3-10 

k 
コントローラ P 2 (k) = M i • l: e 20) + M p . e 2 (k) (3-12) 

操作端 u 2(k)= F rCk)= -p 2(k) (3-13) 

観測端 C由・o.(k) = C m，・ o.(k)/ {Cm，ooo(k)+Cm，ロoo(k)+

C m. P () P (k)十 Cm，日。 (k)+Cm，lop(k)+C田.1O.(k)}

k=1.2.3，... (3-14) 

ただし、 Cm. r・o.はsos基準トリグリセリド組成の観測値であり、

C田 000、 Cm. Jl 0 。、 Cm. p 0 p、C血. . 0。、 C田. . () p.... C m. 10.は各トリグリセ

リドのクロマトグラムのピーク面積を表すものとする o また、離散時間は

サンプル周期をT.として kT .で表されるが、簡略化のため kと表すこと

にする o

3. 5. 2 最適コントローラの検討

図3-8に示した水分護度・トリグリセリド組成の同時フィードパック

制御系をスタートアップ操作を含めた連続反応操作に適用し、最適なコン
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トローラと P1パラメータについてシミュレーションによる検討を行った。

SOS基準トリグリセリド組成の設定値は0.35とし、反応液水分濃度は90ppm

にオンオフ制御したo 図 3-9にフィードパック・コントローラに P調節

計を用いた場合のsos基準トリグリセリド組成と原料供給速度の経時変化
Mll=4.12である o 設定値への到達も速く 50S組成も一定
、
、しだたを示すo

に保たれているが、設定値からのオフセットが生じている口図 3-1 0は

Mll= ただし、コントローラに P1調節計を用いた場合の結果である o

オフセットが消去され設定値に収束しているが、M i = 0.38としたo1. 65、

スタートアップ時の積分動作により誤差信号が積分され、大幅なオーバー

シュートの生じる結果となった o

スタートアップ時においては、設定値に到達以上の結果を参考として、

その後は P1調節計に変更するというコントロするまで P調節計を用い、

Mp=2.42、ただし、ーラの切り換えを行ったo 結果を図 3-1 1に示す G

0.L=O.64としたo
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P、 P1調節計の併用により、各々の調節計を単独で用いた場合の欠点

が補われ、 sos基準トリグリセリド組成は立ち上がりも速く、反応過程全

般を通じて良好に設定値に制御されることが分った o なお、ここで用いた

P 1パラメータは全て、 sos基準トリグリセリドの設定値からの絶対誤差

積分を最小にするという評価の下で、直接探索法により求めた最適パラメ

ータである。すなわち、 MIl、 M iの探索区間をそれぞれ10等分割し、各格

子点ごとに評価関数を計算する o 評価関数を最小とする格子点を中心に、

探索幅が前回の1/5になるように探索区聞を更新し、探索を繰り返すo 探

索幅が0.01未満となった時点で探索を打切ったーなお積分区間は、 sos基

準トリグリセリド組成が設定値を越えた時点から 100hまでとした o

水分濃度制御に関しては、既に述べた通りオンオフコントローラを用い

ているためラフな制御性しか得られていないが、トリグリセリド組成制御

/レープとはほとんど干渉を起こさず、いずれの場合も設定値+5ppm程度に

制御できた o これは、水供給速度が水分濃度およびトリグリセリド組成の

両者に影響を及ぼすのに対して、原料供給速度は水分濯度にほとんど影響

を及ぼさないためであると考えられる o 以上のことから、最も影響の大き

い水分濃度制御系の特性を把握しておけば、相互干渉を無視して設計した

水分濃度・トリグリセリド組成同時制御系により所定の制御性の得られる

ことがシミュレーションより確められた o
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3. 5. 3 制御実験結果および考察

数値シミュレーションにより検討した水分濃度・トリグリセリド組成同

時フィード‘パック制御系の実用性を評価するため、定値制御実験を実施し

たo 図3-1 2にPIパラメータを 3通りに変化させた場合の定値制御実

験結果を示す。水分濃度は各ケースとも 90ppmに定値制御した o SOS基準ト

リグリセリド組成の設定値は0.35とした o Mp=5.0、M j=2.0と選んだケ

ースではコントローラのゲインが大きく、操作量の原料供給速度が周期的

に大きく変動し、 SOS基準トリグリセリド組成も大幅なハンチングが継続

したo コントローラのゲインを下げるにしたがってハンチングは減少し、

最適ノ〈ラメータのMp=2.4、M j =0.6ではおよそ0.35+0.015範囲に定値

制御できることが実験より確められたo

一方、水分濃度はカールフィッシャー水分計による分析結果から90+5 

ppm程度に制御できることが分り、ジグリセリド含有率も3+0.2%程度に

制御できたo 以上のことより、図 3-8に示した水分濃度・トリグリセリ

ド組成の同時フィード‘パック制御系は、リバーゼを用いた徴水系ノ〈イオリ

アクターによる油脂の連続エステル交換反応のグリセリド組成の制御に有

効であることが実験からも確められた。
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3. 6 結論

徴水系バイオリアクターによる油脂の連続エステル交換反応7.ロセスの

モデル化として、前章の改良グリセリド酵素複合体モデルを基に酵素失活

を考慮した連続反応モデルを導いた o この連続反応プロセスを対象として、

オンオフ調節計による反応液水分濃度のフィードパック制御系を構成した

ところ、水分濃度およびジグリセリド含有率が一定に制御できることが実

験により確められた。さらにグリセリド生成量と反応液水分譲度との関係

についてシミュレーションを行うと、エステル交換反応は水分漫度依存性

が大きく、製品sosは90ppm近傍で最大生成量を示し、他方副生成物のジグ

リセリド含有率は単調増加することが分ったo

連続反応のスタートアップ操作および酵素失活によるトリグリセリド組

成の変動に対し、相互干渉を無視した水分濃度・トリグリセリド組成同時

フィードパック制御系を構成した o フィードパックコントローラとしてP

/P  I調節計を併用したトリグリセリド組成制御系は、サンプリング周期

が30分という長周期のサンプル値制御系であるにも関わらず設定値0.35+

0.015の範囲に定値制御でき、またジグリセリド含有率も 3%程度に制御

できることが実験およびシミュレーションの両者から確認された o
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第 4章 酵素活性推定機構付フィードフォワード/フィード‘パック

制御系による徴水系エステル交換反応制御

4. 1 緒言

固定化微生物による油脂の連続エステル交換反応において、反応速度や

反応収率を高めるための最適水分濃度の検討、ならびに水分濃度、トリグ

リセリド組成の同時フィード‘パック制御系について前章で検討を行ったo

しかしながら、油脂のトリグリセリド組成は液体クロマトグラフ分析装置

により分析されるため、ベースラインのドリフトなどによる分析誤差が生

じ易く、誤差を含んだ観測値がそのままフィードパックされるので制御性

の精度に大きな影響を及ぼす。また、酵素活性初期値の変動や、原料ロッ

ト変更による原料組成の変動などの外乱に対しては、一般に言われている

ように、フィードパック制御単独では十分な制御性が期待できない o

化学反応プロセスや微生物反応プロセスにおける外乱や強い非線形性に

よる制御性の低下に対しては、従来より制御対象プロセスのダイナミック

モデルを利用したフィードフォワード/フィード‘パック制御系の適用が図

られている o したがって本章では、徴量水分濃度の動的挙動をも含めて反

応動特性を良好に表現することのできる改良グリセリド酵素複合体モデル

に基づいた、フィードフォワード/フィードパック(以下 FF/FBと記

す)制御系について検討を加えたo とくに、酵素活性の初期値に関しては、

固定化微生物由来リバーゼを用いることからロットの差異によりバラツキ

が生じ、変動要因のーっとして考慮しなければならないo そのため、トリ

グリセリド組成の観測値から酵素活性をオンライン推定する、酵素活性推

定機構を有する FF/FB制御系も併せて構築し、その有効性をシミュレ

ーションおよび実験の両者により比較検討した o
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4. 2 実験方法および条件

リバーゼ生産菌 R.chinensisの固定化された微生物保持粒子100gを図

3 -1に示す流動層型反応槽に封入し、反応温度400Cで反応を行ったo 微

生物保持粒子中の固定化菌体量は40.5gであり、またその酵素比活性は

O.912U/gでEあった o 原料液のトリグセリド組成、水分濃度の測定方法およ

び、その他の実験条件は既に説明した通りである o なお、酵素活性の推定

およびフィードフォワード制御量の算出にはリアルタイム性が要求される

ことから、エンジニアリングワークステーションSPARCstation330(サンマ

イクロシステムズ社製)を用い、 FC9801X聞とはRS-232Cによりデータ伝送

した O なお、フィードパック制御演算は前章に示した通り FC9801Xにより

行った o

4. 3 制御機構

4. 3. 1 フィードフォワード/フィードパック制御系

リバーゼを用いた連続エステル交換反応プロセスは、 (3 -5)式に示

した不可逆的な酵素失活により非定常プロセスとなる o このため、酵素失

活によるSOS基準トリグリセリド組成の低下を補償する FF/FB制御系

について検討を行ったo FF/FB制御系のブロック図を図4-1に示す。

ここで、 GClはPI調節計を用いたフィードパックコントローラ、 GC2はフ

ィードフォワードコントローラであり、操作量は反応器への原料供給速度

とした o 線形システムにおいては、古典的なフィードフォワードコントロ

ーラの設計手法が適用可能である o しかし、本プロセスは非線形、非定常

システムであり、以下に説明するような試行錯誤により操作量を求めたo

すなわち、操作量を0から lcm3/minづ‘つ増加させ、システム方程式
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(3-1) --- (3-6)式を積分しトリグリセリド組成を求める。計算値

が設定値を越えない場合は操作量を再度増加させ、逆に越えた場合はステ

ップを戻し、増分を1/10の0.1として計算を続行する o この操作を反復し、

原料供給速度の有効数字が4桁得られた時点で計算を打切った O

+ 

Cb.rsosset 
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L
 

+ 

Process 
Cb.rsos 

図4-1 トリグリセリド組成のフィードフォワード/

フィードパック制御系プロック図

4. 3. 2 酵素活性推定機構

リバーゼの活性初期値は培養状態や後処理状態などによって変化するた

め、変動因子のーっとして考えられる。そのため、四分操作時におけるト

リグリセリド組成の観測値からリパーゼの初期活性を推定し、フィードフ

ォワードコントローラのモデルパラメータのオンライン同定に用いる酵素

活性推定機構を考案した o 初期酵素活性の推定は 1変数の探索問題であり、

Appendix-3に示した手順により探索を行ったo

酵素活性推定機構を有した FF/FB制御系のブロック図を図 4-2に

示す。 GC]、GC2は、既に説明したフィードパックコントローラ、フィー

ドフォワードコントローラである。 GCaが酵素活性推定機構であり、オン
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ライン推定された酵素活性初期値は GC2へ送られ、操作量としての原料供

給速度の算出に用いられる。本制御系を連続エステル交換反応のスタート

アップ操作に適用した場合の計算手順はAppendix-4に示す通りである o

次に、酵素活性推定機構の推定精度をシミュレーションにより検討した。

図4-3のプロット・は、酵素活性初期値をO.006716U/cm3と仮定し、液

体クロマトグラフ分析装置の平均分析誤差(誤差平均ι62%、標準偏差

0.36% )を考慮して計算により作成したsos基準トリグリセリド組成の数

値実験用データである o これらの時系列データに対して、酵素活性推定機

構を適用した結果を図 4-3にOで示すo 探索手順はAppendix-3に示した

通りである o 反応開始30分後から観測データを 1個ずつ増やし探索を繰り

返した結果、推定値は15hでO.006705U/cm3に収束したロまた図 4-3の実

線は、この推定値を用いた時のsos基準トリグリセリドのシミュレーショ

ン結果である o 酵素活性初期値に関する推定誤差はおよそ0.16%であり、

直接探索法に基づく酵素活性推定アルゴリズムは十分な推定精度を有して

いることが分った o

図4-2 酵素活性推定機構を有したフィードフォワード/

フィード、パック制御系ブロック図
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4. 4 数値シミュレーション

4. 4. 1 酵素活性推定を行わない場合

連続エステル交換反応のスタートアップ操作を対象に、酵素活性推定を

行わないFF/FB制御系を適用した。フィードパックコントローラのPI

パラメータはMJ):::1.45，Mi:::0.04としたが、これらは前章に示した通り、 sos

基準トリグリセリド組成の設定値からの絶対誤差積分を最小にするという

評価関数の下で、直接探索法により求めた最適パラメータである。

なお、 SOS基準トリグリセリド組成設定値はO.旬、その他の計算条件は表

4 -1に示した通りである o 以下、プロセスの変動要因として考えられる

①酵素失活速度定数の不確定性

②原料濃度の変動

③酵素活性初期値の変動

による影響について、シミュレーションを実施したo

( 1 )酵素失活速度定数に不確定性がある場合

徴生物保持粒子BSPs'こ固定化されたリバーゼの失活速度定数は、水分濃

度を一定とした連続反応実験より (3-6)式として与えられている o し

かし、水分濃度が動的に変化する状態では速度定数が変化することも考え

られ、パラメータとしての不確定性が大きい o そこで、酵素失活速度定数

を (3-6 )式で求められる値からそれぞれ士山、 30、50%変化させ、

FF/FB制御系を適用し、失活速度定数に不確定性のある場合について、

その制御性を検討したo 結果を図 4-4に示すo
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表 4-1 原料液組成

反応基質 液相 間相

一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 一ー一一一一一一ーーーー-

トリグリセリド

000 8.258XIO-5 0.000 rnol/crn3 

POP 5.076XIO-6 0.000 mol/cm3 

SOS 1.272xIO-7 0.000 mol/cm3 

POO 3.463X 10-5 0.000 mol/cm3 

SOO 9.909X10-6 0.000 mol/cm3 

SOP 1.922XIO-6 0.000 mol/cm3 

脂肪酸

OA 2.680xl0由 6 0.000 mol/cm3 

PA 4.703xI0-5 0.000 mol/cm3 

SA 7.625XI0-4 0.000 mol/cm3 

ジグリセリド

OOX 1.364XIO-6 0.000 mol/cm3 

POX 2.830XI0-6 0.000 mol/cm3 

SOX 9.200x 10-7 0.000 mol/cm3 

酵素 5.166XI0-3 U/cm3 

7.k 2.031XI0-6 1.389XI0-3 mol/cm3 

n
h
u
 



0.3 

l' 0.2 

~ 0.1 

0

4

3

 

nυ

ハu

m』
ω〉
C
O
U

」
司

-o芝

0.2 

0.5 
(a) ptus side 

0.4 

0.1 

O 
O 100 50 

Time lhl 
図4-4 酵素失活速度定数に不確定性がある場合の

フィードバック制御系の適用結果

一一一.+10% 

_.........・:士50%

一ーーー:+30% 

一一一一:設定値

円
ノ
M

H
h
u
 



スタートアップ時、設定値到達後に微小なオーバーシュートが見られる

が、その後は一定値に保たれている O このことから、失活速度定数の変動

に対してはフィードパック動作が機能し、トリグリセリド組成を十分良好

に定値制御できることが分った o

( 2 )原料濃度が変動する場合

原料中の基質濃度もメーカーや製造ロットの違いなどから変動する可能

性があり、この場合外乱として作用する o そこで、原料中のステアリン酸

濃度を反応開始50h後にそれぞれ土 10、30、50%ステッフ'変化させて、制

御性に及ぼす影響について検討した結果を図 4-5に示す。ステアリン酸

濃度の変動に関わらず、トリグリセリド組成は外乱投入後も一定値に保た

れていることが分る o すなわち、原料組成の変動による影響はフィードパ

ック制御により吸収され、原料組成変動に対しては、 FF/FB制御系に

より制御できるという結果が得られたo
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( 3 )酵素活性初期値が変動する場合

既に述べたように、リバーゼの活性初期値は変動因子の一つであるため、

酵素活性初期値を表4-1に示した値からそれぞれ士山、 30、50%変化さ

せ、制御性に及ぼす影響について検討を行った。結果を図4-6に示す。

酵素活性を大きくした場合反応速度が大きくなり、設定値到達後およそ7h

に亘り、最大3%近いオーバーシュートが生じている o 逆に酵素活性が小

さい場合、立ち上がり時のオーバーシュートはなくなるが、フィードパッ

クコントローラのPIパラメータを再調整しないと設定値への収束が遅れ、

実質上のオフセットが生じる Q 一方実プロセスにおいては、 sos基準トリ

グリセリド組成を設定値0.35土0.01の範囲に制御する必要がある。以上の

ことから、酵素活性初期値の変動がトリグリセリド組成の定値制御性に及

ぽす影響は大きく、 FF/F8制御系単独では制御が困難であることが分

った口
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4. 4. 2 酵素活性推定を行った場合

酵素活性推定機構により活性初期値が正確に推定されたものとして、前

節に示した条件を用いてスタートアップ操作に FF/FB制御系を適用し

た結果を図 4-7に示すo 図4-6に示した酵素活性推定機構のない FF

/Fs制御の結果と比較して、オーバーシュートもほとんどなく、トリグ

リセリド組成の定値制御性を向上させることができ、酵素活性推定の有意

性が確められたo
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}α4 
C 
O 
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ω 
〉
C 

8 0.2 
'-g o1 
E 
O 
O 50 

Time lh] 

図4-7 酵素活性推定機構を有したフィードフォワード/

100 

フィードパック制御系の適用結果
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4. 5 制御実験

4φ 5. 1 スタートアップ実験

酵素活性推定機構を有した FF/FB制御系の実用性を評価するため、

エステル交換反応のスタートアップ実験を実施した D 結果を図 4-8に示

す。 sos基準トリグリセリド組成の設定値は0.35、液体クロマトグラフ分

析装置のサンプリングタイムは30minとしたo 実線は酵素活性推定機構を

有した FF/FB制御系を用いた場合、破線および点線は酵素活性推定機

構のない FF/FB制御系を用いた場合であり、フィードフォワード制御

量の算出に際して酵素活性初期値をそれぞれ+10%、-10%変動させた o

図より明らかなように、酵素活性推定機構を有した制御系ではフィードフ

ォワード制御量が正確に計算された結果、設定値にすみやかに収束し、良

好な定値制御性が得られている o 一方、酵素活性推定機構がなく、実際よ

り活性が高いとした場合は、設定値到達後フィードパック動作が単独で機

能するため、オーバーシュートが避けられない o また、その後もハンチン

グが起こるなど、定値制御性は悪い o 逆に酵素活性が低いとした場合は、

設定値に到達する前にフィードフォワード動作が働き、設定値に到達する

前に原料供給が開始される。このため、フィードフォワード動作とフィー

ドパック動作が互いに干渉し合い、 sos基準トリグリセリド組成は約0.34

に留まり、設定値へ到達しないo 以上のことから、連続エステル交換反応

のスタートアップ操作において、酵素活性推定機構を有した FF/FB制

御系の有意性が、シミュレーションのみならず実験からも確められた o

口。
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4. 5. 2 外乱実験

外乱として、原料液のステアリン酸濃度を変動させた場合の制御実験結

果を図 4-9に示すo 実線はステアリン酸濃度を+10%に、破線は-10%

にそれぞれ時刻 t= 0でステップ変化させた場合の応答を表している o 外

乱を投入した直後、 sos基準トリグリセリド組成は両者とも幾分変動する
ものの、ほぽ設定値に保たれている。以上より、シミュレーションで予測

されていたように、原料濃度の変動に対しては、フィードパック動作によ

り制御できることが実験からも確められたo
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図4-9 フィードフォワード/フィードパック制御系による

外乱制御実験結果
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4. 6 結論

連続エステル交換反応プロセスでは、プラン卜操作上、酵素失活速度定

数の不確定性、酵素活性初期値の変動および原料組成変動の 3つがトリグ

リセリド組成の定値制御性を低下させる要因として考えられる o 酵素失活

速度定数の不確定性および原料組成の変動に対しては、フィード、パック制

御系単独により定値制御できることがシミュレーションにより確認された。

一方、酵素活性初期値の変動に対しては、フィードパック制御系単独では

制御不可能であることが分ったロそのため、スタートアップ時の回分状態

におけるトリグリセリドの観測データに基づいて初期酵素活性を反復推定

するオンライン酵素活性推定機構を有したFF/FB制御系による定値制

御システムを構築したところ、設定値からのオーバーシュートもなく、良

好な定値制御性の得られることがシミュレーションおよび実験の両者より

確められたo
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第 5章 微7.K.系連続エステル交換反応の状態推定制御

5. 1 緒言

連続エステル交換反応プロセスにおいては、原料濃度変動などの外乱や

酵素失活によりトリグリセリド組成が変動するため、これを安定化させる

制御システムの開発が重要である o このため前章では、オンライン高速液

体クロマトグラフ分析装置により得られるsos基準トリグリセリド組成、

すなわち全トリグリセリド量に対するsos量比を被制御変数とした酵素活

性推定機構を有したフィードフォワード/フィードパック制御系を提案し

たo トリグリセリド組成は各トリグリセリドの濃度比を表しているにすぎ

ず、プラントの工程管理から考えればSOS濃度を制御する必要がある o し

かしながら、トリグリセリド濃度は直接測定することができない。

このように、通常のプロセス制御系で直接測定できるのは操作量と出力

であり、状態量は必ずしも測定可能ではない o そのために状態量をフィー

ド、パックする制御が必要なときは、何らかの手段で状態推定を行わねばな

らないo 状態変数の推定問題には、雑音の存在を考直にいれない全く確定

的な取扱いと雑音の存在を考慮した統計的な取扱いとがある。前者はD.G. 

Luenbergerの状態観測器 CStateobserver) としてよく知られており、後

者としてはウィンナーフィルタの拡張としてのカルマンフィルタ理論が有

名である o Takamatsuら48)や村上ら 49)は、バイオプロセスへの応用とし

て酵母の連続培養系における菌体濃度、基質濃度の推定に状態観測器の適

用を試みたo しかしながら、状態観測器ではシステムに存在する種々の不

確定性を考慮していないため、測定データやシステムにノイズが加わった

場合、正確な状態推定が行えないなどの欠点を有している o これに対し、

システムの状態方程式のみならずシステムや観測値に加わるノイズの性質、

状態量の初期推定値などの先験的情報を基に、ノイズを排除して状態量を
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逐次的に推定するオンラインデータ処理アルゴリズムとして開発されたの

が力ルマンフィルタである o カルマンフィルタは1960年代はじめに力ルマ

ンによって発表され、宇宙工学の分野で人工南星の軌道推定に利用され成

功をおさめた o その後、制御工学をはじめ通信工学、システム工学などに

おける予測、推定問題に用いられるようになってきた o 近年では、とくに

精度の良いセンサーがあまり得られない培養プロセスや重合反応7
0

口セス

における状態推定やノイズ除去に多く適用されている 50-6610

本章では、連続エステル交換反応におけるトリグリセリドsosの濃度推

定にカルマンフィルタを適用したo さらに、カルマンフィルタによるsos

濃度推定値に基づいた状態推定制御系を構成し、その制御性に関してシミ

ュレーションによる+食言すを行った O

5. 2 線形モデル

5. 2. 1 線形化

カルマンフィルタは、線形システムを対象として導かれた理論であり、

連続エステル交換反応の動特性を表現する (3-1)--(3-4)式の非

線形システム方程式に対し、定常操作点近傍で線形化を行い、線形化モデ

ルを導いたo 線形システム方程式は次式で表される。

x(t) = Ax(t) + Bu(t) + Dd(t) (5-1) 

ここで、 x( t )は状態変数ベクトル、 u( t )は操作変数、 d( t )は外乱

変数ベクトル、またA、B、Dは各係数マトリックスであり、次式で表さ

れる o
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C b 

x = I C. ， u F (， d C f (5-2) ，(5-3)， (5-4) 
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一方、線形化観測方程式は次式で表される o

y ( t )二 Hx ( t ) (5-5) 

y 1 

y
 

(5-6) 

Y 6 

H = [H1H~ 

ここで、 y( t )は出力変数ベクトル、 Hは係数マトリックスである。な

お、定常操作条件は表5-1に、各係数マトリックスの要素はAppendix-5

に示した通りである o

4
4
 



表5-1 定常操作条件

基質濃度 液中目 固相 原料

一一一ー一一ーーー一一ーーーーー一ーー一一一一一一一一一一一一一 一一一一一一一一一一一一一一一i 一一一ー

トリグリセリド

000 

POP 

SOS 

POO 

SOO 

SOP 

脂肪酸

OA 

PA 

SA 

ジグリセリド

OOX 

POX 

SOX 

7k 

原料供給速度

酵素濃度

5.826X10-6 

1.113X 10-6 

5.919X 10-5 

4.935x 10-6 

3.189x10-5 

1.554xl0-S 

1.456X10-4 

7.448x10-5 

5.925x 10-4 

5.389x 10-6 

2.453X10-6 

1. 737X 10-5 

3.249X 10-6 

5.331x 10-6 6.843x10-S mol/cm3 

1. 088 X 10-6 4.197X10-6 mo1/cm3 

5.965X 10-5 1.074X10-6 mol/cm3 

4.706X10-6 3.391XI0-5 mol/cm3 

3.207x 10-5 9.226XIO-6 mo1/cm3 

1.565xl0-5 L819x10-6 mol/cm3 

1.465x 10-4 4.060x10-T mo1/cm3 

7.463XI0-5 5.085x 10-5 mOl/cm3 

5.914X10-4 7噌 610x10-4 mol/cm3 

5.290X 10-6 1.902xl0-5 mo1/cm3 

2.437x 10-6 4.661x10-6 mol/cm3 

1. 749 X 10-5 1.394X10-6 mol/cm3 

3.592XI0-4 mol/cm3 

2.0 cm3/min 

1.031>く10-2 U/cm3 
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5. 2. 2 非線形モデルと線形モデルの比較

非線形モデルの線形化によって生じる誤差は、カルマンフィルタの推定

精度に大きな影響を与える o (5-1) --- (5-6)式で表される線形モ

デルが、元の非線形モデルの動特性をどの程度表現しているかをシミュレ

ーションにより検討した。操作量である原料供給速度を、時刻t=Oにおい

て定常操作条件の2.0crn3jminからそれぞれ土10、20、30%ステップ変化さ

せた場合のトリグリセリド組成の変化を図5-1および図5-2に示す。

図5-1は原料000基準トリグリセリド組成y1、図5-2は製品sos基準

トリグリセリド組成 y6の応答である o Y 1に関しては、線形モデル、非線

形モデルによる計算結果が良好に一致している o 一方 y6に関しては、定

常状態で若干の誤差が生じているものの、両トリグリセリド組成の応答は

ほぼ一致しているといえる o しかしながら、モデルの精度の良さは、あと

で行うこの線形化モデルを用いた状態推定制御系の結果を評価しないと判

断することはできないo
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5. 3 力ルマンフィルタによる状態推定制御

5.3. 1 推定機構

観測変数としての高速液体クロマトグラフ分析装置の分析データに比較

的高レベルのノイズが加わっている場合や、システムに不確定なノイズが

存在する連続エステル交換反応プロセスの定式化を行う o

(5-1) ""'" (5-6)式で表される線形連続時間システムに対して離

散化を施す。 u( t )、 d( t )をそれぞれ次式のステップ状関数であるとす

るo

u ( t ) = u (k) ( 5-7) 

d ( t ) = d (k) I kL1 tく tく (ktl)L1t ( 5-8) 

離散時刻 t=kL1 t 、(ktl)L1tに着目し Z変換を施せば、 (5 -1 )式は

次式に変換されるロ

L1t L1t 
x(ktl)=eALl tx(k)+ (fê rdr) Bu(k)+ (fê τd τ) D d (k) 

o 0 (5-9) 

(5 -9)式において、

~t ~t 
P = e ALl t、Q= (fê Td τ) B 、R= (f ê τd τ) D 

とおけば、連続エステル交換反応プロセスは次式の離散系線形確率システ

ム方程式によって表現することができる o
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x Ck+1)= P x (k)+ Q u (k)十 Rd Ck) (5-10) 

y (k)= H x (k)+ v (k) (5-11) 

ここで、 d(k)はガウス白色システム雑音ベクトル、 y(k)はガウス白色観

測雑音ベクトルである o d (k)、 v(k)の平均値はそれぞれ0であり、その

共分散行列は次式で表される。

E {[:::j[d(k)V(k)]}=??)NJ (5 -12) 

Mはシステムノイズ共分散行列、 Nは観測ノイズ共分散行列である o また、

E {d(k) xT(κ)} = 0、 E {v(k) xT(κ)} = 0、k>κ である。ここ

でEは期待値演算子である o

(5-10)、 (5-11)式で表される離散時間確率システムに対し

て力ルマンフィルタは次の 3つの式で構成される

フィル夕方程式:

z (ktl)= P {z (k)+ KG[y (k)-H z (k)]} + Q u (k) (5-13) 

力JL..-マンゲイン:

KG(k)= L (k)HT[H L (k)HT+N(k)]-l (5-14) 

推定誤差共分散行列:

L (kt 1) = P {L (k) -K G (k) H L Ck)} P T + R M Ck) R T (5-15) 

n
H
U
 

円

6
4



(5-7) ~ (5-12)式の計算の流れを、図 5-3に示す口

d Ck-l) v (k) 

u (k-l) x (ktl) = P x (k) + Q u (k)十 Rd (k) y (k) 

z (kt 1) = p { z (k)十 KG[yCk)-H z (k)J}十 Qu (k) z (k) 

K G (k) 

KG(k)= L (k)HT[H L (k)HT+N (k)]-l 

L (k) 

L (ktl)= P {L (k) -KG(k) H L (k)! P T+ RM  (k) R T 

L (0) 

図 5-3 カルマンフィルタにおける計算フロー図
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(5-15)式中の 3つの共分散行列、フィル夕方程式 (5-13)

システムノイズ共分散行列M、観測ノイズ共分散推定誤差共分散行列L、

カルマンフィルタの推定性能に影響を及ぼすチューニングパラ行子IJN は、

そのため、定常状態における状態推定問題を対象として、メータである o

推定誤差積分を最小とする共分散行列のパラメータを直接探索により決定

なお、状態変数の推定初期誤差として定常値の+1%を与えたo ました C

た観測ノイズとしては、液体クロマトグラフ分析装置の平均分析誤差(誤

を考虚して、最大1%のノイズとなるよ差平均0.62%、標準偏差0.36%)

うに乱数で発生させた o 定常状態におけるトリグリセリドsos濃度の推定

結果を図 5-4に示す。推定誤差積分を最小とするパラメータである L=

N=0.0015を用いた場合、約60h後に推定初期誤差のM=0.0030、0.0072、

影響は修正され真値に収束したo 一方、パラメータ同定を行わない例とし

てL=M二N=O.0072と選んだ場合では、推定初期誤差の修正動作も緩慢で、

共分散行列のパラメータが推定性能に大きな影響を及ぼすことが明らかで
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以上のことから、共分散行列のパラメータをチューニングしておけば、

観測データにノイズが含まれる場合や初期値に推定誤差がある場合でも、

カルマンフィルタにより製品トリグリセリドSOS濃度を良好に推定できる

ことが分った。

次に、非定常状態における状態推定性能を評価するために、原料供給速

度にステップ変動を与え、推定値が真値に追従するかどうかについて検討

土10%ステップした o 原料供給速度を定常操作条件からそれぞれ土5%、

変動させた場合のSOSi濃度の応答を図5-5に示すo 図から明らかなよう

に、原料供給速度のステップ幅に依存せず、いずれの場合も推定初期誤差

これにの影響はステップ操作後約60hで修正され、ほぼ真値に収束したo

より、非定常状態においてもSOS濃度を良好に推定できることが分ったロ

( 5一( 5 -1 ) 力ルマンフィルタを用いた状態推定に際し、同時に、

6)式の線形化モデルが十分な精度を有していることが確められたo
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制御結果2 3. 5. 

力ルマンフィルタに製品トリグリセリドsos濃度の定値制御系として、

なお、よって推定されたsos濃度のPIフィードノくック制御系を構成したo

フィードパックコントローラのPIパラメータはZiegler-Nichols法により

求め、比例ゲインは-1.06XI07、積分時間は29.7とした o 制御性能を評

シミュレー価するために、 sos濃度設定値に +1%の設定値変化を与えた o

1%およびション結果を図 5-6に示す。観測ノイズの最大値としては、

2%の2通りについてそれぞれ計算を行った o 観樹ノイズを現行の分析レ

一方、観測ノベルである 1%とした場合は、約100hで設定値に収束した。

イズを2%とした場合は、反応を開始して約50h後にオーバーシュートを起

その後も300h近くに亘り設定値へ収束しなかったo 以上のことから、こし、

トリグリセリドsos濃力ルマンフィルタを用いた状態推定制御系により、

この場合観測ノイズを現行度は良好に一定値に制御することができるが、

の1%程度に抑える必要のあることが分った o
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つぎに、力 jレマンフィルタにおける推定初期誤差が制御性に及ぼす影響

について検討を行ったo 状態変数の推定初期誤差をそれぞれ+1%および

十2%とした場合の設定値変更による制御結果を図 5-7に示す。初期推

定誤差が1%の場合は比較的良好な制御性が保たれているが、初期誤差が2

%と大きくなると、状態フィード‘パックにより操作量である原料供給速度

が一時的に増加する o これにより、 sos濃度は初期値の5.92XlO-5mol/cm3 

から5.86X 10-5mol/cm3まで一旦急激に低下し、その後増加するという挙

動を示しており、反応開始直後に制御性が著しく低下することが確認され

たO したがって、推定初期誤差をできる限り小さくする、すなわちシミュ

レーションの初期値である反応開始時の組成分析値の精度を確保すること

がきわめて重要であることが分った O
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5. 4 結論

固定化微生物由来リバーゼによる油脂の連続エステル交換反応プロセス

を対象に、製品トリグリセリドsos濃度の定値制御システムについて検討

したo sos濃度は直接測定が不可能なため、高速液体クロマトグラフ分析

装置により得られるトリグリセリド組成の観測データに基づいた力ルマン

フィルタによる状態推定制御系を構築した O

sos濯度の状態推定に関しては、フィルタパラメータである誤差共分散

行列のチューニンクーにより良好に状態推定できることが確められたo 一方、

力ルマンフィルタによって推定されたsos濃度に関する状態推定制御系に

関しては、現行レベルの観測ノイズならびに推定初期誤差が存在しでも良

好な定値制御性の得られることがシミュレーション結果から明かとなった。

しかしながら、ノイズレベルの増大は制御性に重大な影響を及ぼすため、

ノイズの発生を極力抑制することが重要と考えられたo さらに、 (5 -1) 

--- (5-6)式で示される縄形化モデルは、カルマンフィルタによる状態

推定および制御に有効であることが併せて確認されたo

昨今、バイオプロセスのみならず広く化学プロセスにおいて、種々のク

ロマトグラフ分析装置によるオンライン分析が取り入れられつつあり、非

観測状態量の推定、制御や観測データのノイズフィルタリングに力ルマン

フィルタなどの状態推定手法の利用が期待されるが、本研究のように、い

かに精度のよい線形モデルが得られるかが問題である o 例えば、 CSTR

による非線形性の強い化学反応プロセスでは、精度よい線形化モデルを得

ることは困難であり、良好な制御結果を期待することはできないと考えら

れる o
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総括

本研究は、菌体内に高リバーゼ活性を有する徴生物の乾燥菌体を直接リ

パーゼ酵素剤として用いた、油脂のエステル交換反応7'ロセスの反応制御

システムについて工学的検討を加えたものである o

第 l章では、油脂の酵素的エステル交換反応ならびにバイオプロセスの

制御システムの現状についての調査結果から、とくに固定化徴生物由来リ

バーゼを用いた徴水系バイオリアクターにおける反応器操作上の課題と、

課題解決のための方法論を示すことにより、本研究の目的と意義を明確化

したo

第 2章では、リバーゼを用いた油脂の回分式エステル交換反応を対象に、

グリセリドと酵素が複合体を形成し反応中間体として働くとした改良グリ

セリド酵素複合体モデルを導き、同モデルが反応基質のみならず散水反応

系において重要な状態量である水分濃度の微小な経時変化まで良好に表現

できることを実験およびシミュレーションにより明かにしたo

第 3章では、改良グリセリド酵素複合体モデルにリバーゼの失活を考慮

した連続モヂルに基づき、グリセリド生成量と反応液水分濃度との関係か

ら、製品トリグリセリドの生成量を最大にする最適水分濃度が90ppm近傍

に存在することをシミュレーションにより確めた o さらに、加水分解反応

により生じる副生成物ジグリセリドを抑制し、かっ製品トリグリセリド組

成を一定に保つための水分遣度、トリグリセリド組成の同時フィードパッ

ク制御系を設計し、各出力を独立に制御できることを実験およびシミュレ

ーションにより確認した。
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第 4章では、トリグリセリド組成の定値制御を目的としたオンライン酵

素活性推定機構を有したフィードフォワード/フィード、パック制御系を設

計し、連続反応系におけるスタートアップ操作および外乱としての原料基

質濃度の変動などに対して、フィードパック制御系単独の場合より良好な

制御性を有していることを実験およびシミュレーションにより確認した。

第 5章では、直接測定することのできないトリグリセリドsos濃度を制

御するため、線形化モデルに基づいたカルマンフィルタによる状態推定制

御系を設計した。カルマンフィルタによれば、液体クロマトグラフ分析装

置による観測ノイズを除去することが可能であり、 sos濃度が良好に推定

制御できることがシミュレーションにより確認できたo さらに、状態推定

制御系における線形化モデルの有用性を併せ確認したo
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Appendix-l グリセリド酵素複合体モデルに基づいた

エステル交換反応速度式

グリセリド酵素複合体モデル 67)は、エステル交換、加水分解反応にお

いてグリセリドと酵素が複合体を形成し、反応中間体として作用すると仮

定したモデルで、以下の仮定が設けられている口

【仮定】

1. R. Chinensis由来リバーゼは、 トリグリセリドの 1、3位特異性を

有しており、 2位の脂肪酸残基は酵素により攻撃されないo

2. 本反応条件下ではモノグリセリドの生成は認められず、モデル化の

考慮外とする o

3. トリグリセリドの 1、3位に同一アシル基の入った対称型トリグリ

セリド(例えばSOSなど)の分解速度は、確率的観点から非対称型

トリグリセリド(例えばSOOなど)の分解速度の 2倍とする。

4. リパーゼは脂肪酸特異性を有しておらず、アシル基の種類によって

反応速度は異ならないo

これにより、グリセリド酵素複合体モデルによる反応速度式は (A-1) 

(A -1 2)式で示される o

2k1 2k3 
一+ ーー争

000 + E 000・E OOX.E + OA (A-l) 
+-ー ‘トーー

2k2 2k4 

ks 
一+ (A-2) OOX.E + H20 OOX 十 E 
‘トー

k6 
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2kt 2k3 
一争 ー--+

POP + E POp.E POX.E 十 PA CA-3) 
唾ーー <E--

2kz 2k4 

k5 
ーー争

POX.E + HzO POX 十 E CA-4) 
‘トー

ks 

2k1 2k3 
ーー争 ーー争

SOS + E SOS.E SOX.E + SA CA-5) 
4一一 <E--

2kz 2k4 

k5 
一争

SOX.E 十 HzO SOX + E (A-6) 
‘戸ー

ks 

k1 ka - ー争

POO + E POO・E POX'E 十 OA CA-7) 
‘戸ー ‘」ー

kz k4 

k1 k3 - ー+

OOP 十 E OOp.E OOX'E + PA CA-8) - ‘トー

kz k4 

k1 ka 
---'l・ 一争

SOO + E SOO・E SOX.E + OA CA-9) 
‘ー- ‘一一

ka k4 

k1 k3 - -争
CA-IO) OOS + E OOS.E 。OX.E + SA 

‘ーー <E--

k2 k4 

k1 k3 
一争 F 画4・

(A-ll) SOP + E SOp.E SOX.E + PA 
唾ーー ‘ー-

主z k4 
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可
4・uu 崎。

咽

V
比

ーー， 一+

POS + E POS.E POX.E 十 SA CA-12) 
k宮 k4 

ここで0、P、Sはそれぞれオレイン酸基、パルミチン酸基、ステアリン

酸基を、またXは水酸基を表すものとする o したがって、例えばSOXは1位

にステアリン酸基、 2位にオレイン酸基を有するジグリセリド、 SOPはス

テアリン酸基、オレイン酸基、パルミチン酸基からなるトリグリセリドを

意味する o 原料トリグリセリド000とステアリン酸SAから製品トリグリセ

リドSOSが合成される過程は以下の通りである o

L 原料トリグリセリド000は、 (A -1 )式により酵素と卜リグリセ

リド酵素複合体000・Eを形成し、瞬時にジグリセリド酵素複合体OOX.

Eと遊離脂肪酸OAに分解する o

2. OOX.Eは、 (A -1 0)式により新しい遊離脂肪酸SAと反応し、ト

リグリセリド酵素複合体OOS.Eを経てOOSとなるo

3. SOOは、 (A -9)式により SOX.EとOAに分解する o

4. SOX. Eは、 (A -5)式により再び遊離脂肪酸SAと反応し、中間体

を経て製品トリグリセリドSOSとなる o

なお加水分解反応は、エスチル交換反応の中間体であるジグリセリド酵

素複合体と水との聞に生じる o また、エステル交換反応、加水分解反応は

共に可逆反応である。

上式において、グリセリド酵素複合体に関して擬定常状態を仮定すれば、

油脂のエステル交換反応における反応速度式は、各基質ごとに次式のよう

に表される o
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トリグリセリド (OOO，POP.SOS，POO.SOO，SOP)に関して、

L 
rooo N.Caao +M  (P'Qa+k6・C00 X) ・C0 a (A -13) 

L 
rpop =)J  ・Cp 0 p十 M (P'QII+ks・Cp 0 X) ・Cp. (A-14) 

L 
r 0 0 • N'Cso， +M  (P'Q.+ks'C.ox) ・C• a (A -15) 

L 
r p 0 0 N.C冒11"" +h1 {(P.Qp+k6'Cpox) ・C0 a 

+ (P'Qo+k6・Coox) Cpa} (A-16) 

L 
r 000  )J ・C.00 + M  { (P'Q.+ks・C.ox).Co・

+ (P'Qo+k6'Coox) C..} (A -1 7) 

L 
r.op N'C.oロ十 M{(P・Qp + k s・Cp 0 l[)・ C• a 

十 (P'Q.+k6・Csox) Cpa} (A-18) 

脂肪酸(オレイン酸、パルミチン酸、ステアリン酸)に関して、

= P'Qo・Me一k 4・k2 ( 2 P ， 1十 k6・J) 'Me'Co・ (A -19) r 0・ M 

P'Qp'Me一
k 4・k2 ( 2 P • 1十 k6・J) .Me.Cpa (A -20) r p a 
M 

p.Q，'Me一
k 4・k2 ( 2 P ， 1十 k6・J) 'Me'C.a CA-21) r s a M 

司

-E--
円

ud



ジグリセリド (OOX.POX.SOX)に関して、

r 00  X 

r p 0 x 

r s 0 x 

Q 
-k 6・Me・c00 II 十 M (P'Qo+ks'Coox) 'Me 

Q 
-k6 'Me・cp 0 X +M  (P.Qp+ks'Cpox) 'Me 

Q 
-k 6・Me・C10 X +一 (p.Qo十 k6・C.OX) 'Me 

M 

(A -22) 

(A -23) 

(A -24) 

水は加水分解反応にのみ関与し、ジグリセリドに対して等モルの反応を行

うことから

r曹 -roox-rpox r.ox CA-25) 

となる o

ただし、

H Coa+Cpa+C .. 

1 C 000十 C1)0 。十 Cp 0 Il十 C10<) 十 C.OP+C.OI

J C 00  X十 C1) 0 x十 C10 X 

L k2・k，'M e 
M k2・k，'H+(k2+ka) k5・C.， w 
M1 (2k4'P'I十 k" k 6・J) H 

M 2 2 k 1・ka'I+k6(k2+k3) J 

92 -



Me 
C e 

2 k 1・I
k 2十 k3 
+ 1 + 

N 
2k 1・k3 
( k 2十 ka) 

Me 

P 
K1・k3 
k 2 + k 3 

Q = (k 2十 k3) k 5・C•. w 

Qロ 2C 000+ C poo+ C 000 

Qp Cpoo+2Cpop+Csop 

Q. C.oo+CIOP+2CIO・

M1 + M 2 
M 
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Appendix-2 反応速度定数および総括物質移動係数Kwの推定手順

1. 誤差関数を次式で定義する o

12 t 
Error L f (R;， exp-R i. 日 1) 2d t 

i= 1 0 
CA-26) 

ここで

R1 C b， 000/ C t、R2 Cb，poo/Ct、

R3 Cb，POP/Ct、R， C b， . 00/ C t、

R5 Cb・.0p/ C I、R6 Cb， 80./C t、

R7 Cb ， o./C~ 、 Ra Cb ， P./C~ 、

R古 C b， 1./ C z 、 R 10= C l/C t t 

R 11 = CZ/Ctl' R 12 = C d/ C t t 

Ct Cb，ooa+Cb.1l00+Ch，¥lOP十 Cb， . 

+Cb， SOp+Cb， "，. 

C z C b， 0 a + C b， p. + C b， .. 

Cd Cb.oox+Cb.pox+Cb，.ox 

Ctt= Ct+C~+Cd 

また、 expは実験値、 calは計算値を示す。

2. (2-4)式においてdCb，w/dt::=Oとし、 Cb，曹は定数として実験

における水分濃度設定値を与える o また、 C1， Wの初期値として(2 

-6) -- (2-8)式で求められる平衡な水分濃度を設定する o

3. k1--k6およびKwに関して、誤差関数 (A-26)式を最小とする

ように交互一変数探索法によりパラメータ探索を行う o
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4. バルク水分濃度Cb，曹の各水準値ごとに 1--3の手順を繰り返し、得

ら れたKw'こついて平均値を求め、 Kwとする o

5.得られたKwを用いて、 k1----k6に関して再び 1----3の手順を繰り返

し、得られた値をパラメータ探索結果とする o
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Appendix-3 初期酵素活性の探索手順

1 .初期酵素活性の初発探索区間を設定する D 本研究では探索区間として

0.0からO.1を設定した o

2.探索区間を10等分割し、各初期酵素活性の下で (3-1) '"v  (3-6) 

式を時刻t=Oから観測データの得られた現時刻まで積分する o

3. 評価関数を次式により計算する o

P. Index =工 {Rextl (k) -C由・ rlOI  (k) } 2 (A -27) 

ここで¥

R口 p (k) = C血・・ 0・(k) / {Cm. 000  (k) + Cm. JlO Jl (k) 

+C田. I 0・(k) + C m. Jl 0 0 (k) + C m. '00  (k) 

+ C m • aop (k) } 

まfこCm. 000、Cm. p 0 p、Cm. 101、Cm. p 0 0、C田 I0。、 Cm. .0 Pは、ク

ロマトグラムにおける各トリグリセリドのピーク面積である。

4. (A-27)式の評価を最小とする初期酵素活性を選び、この値が中

心にかつ探索幅が前回の1/5になるように探索区閣を更新し、ステッ

プ2へ戻る o

5. 探索幅が1.uXI0-4未満となった時点で探索を打ち切る o なお探索は、

観測データが新たに得られるごとに繰り返し行ったo
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Appendix-4 酵素活性推定機構を有した FF/FB制御系における

計算手順

1. 液体クロマトグラフ分析装置によるsos基準トリグリセリド組成の

観測データを採取する。

2. スタートアップ状態にあればAppendix-3に示した手順により初期酵素

活性を推定する o

3. さらに得られた初期活性の下に (3-1)......， (3-6)式を積分し、

次サンプリングステップにおけるsos基準トリグリセリド組成を予測、

制御設定値に到達しない場合はステップ 1へ戻る o

4. SOS基準トリグリセリド組成が設定値を越えた場合、あるいは既に定

常操作状態にある場合は本文中に示した方法によりフィードフォワー

ド制御量を算出する o

5. フィードパック制御量を算出し、制御動作を行う o

6. ステップ lへ戻り、新たな観測データが得られた時点で再度計算を繰

り返す。
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Appendix-5 線形化方程式の係数マトリックス

線形化システム方程式の係数マトリックスA、B、D、Hの各要素は、

以下に示す通りである。

a 1， 1 I a 1， 1 3 10 

a 2， 2 
。

a 2. 14 O 10 

. 1・

A 11 ' 
A 12 |・

O O 

a 12，12 a12，24.IO 

a 13， 1 a13，13・・・ a13，25 

a 14. 2 。 a 14.. 14 

. 
. 

A 21 A 22 . a i， 
O . . . . 

a 2 4. 1 2 . . 
o o.  0 a 25， 13 a25，25 

F 
a 1. 1 - a 2， 2 = a 3. 3 = a 4， 4. = a 5・5- a 6， 6 =示-k ¥ 

F 
a 7. 7 - a 8. 8 = a 9， 9 =一一一 k

V 

白。
門
叶
リ



F 
a 10，10-a 11， 11-a 12，12二一一一 kd 

V 

a 1， 1 a = a 2， 14= a 3. 15= a 4. 16= a 5. 17= a 6. 18= k t 

a 7，19-a 8.20= a 9，21= k z， a 10.22= a 11. 23= a 12，24= k d 

a 13.1= a 14.2= a 15，3= a 16.4= a 17， 5= a 18. S=VR" k t 

a 19. 7 -a 20， 8 = a 21， 9 = V R" k z ， a 22， 10-a 2 a. 11 = a 24， 12= V R. k d 

a r i 
a i. 一 δi.JV γki+一一一一一

a C •. J 

ここで、i， j = 13: 000 19:0A 

14:POP 20: PA 

15:S0S 21: SA 

16:POO 22:00X 

17:S00 23:POX 

18:S0P 24:S0X 

25:W 

13~五i， j 孟25

ki=kt (i=13-18) 

k z (i=19---21) 

k d (i=22--24) 

k曹 0=25)

司
ムb
 

d 1 

d 2 

。
b 2 

B 1 . D1 • 
. 

A
v
a
 

噌

A
L
U
 

O d 12 

B2 o (13X1) D2 o (l3X 12) 

C f. 一Cb. I 
(1亘 i豆12) dl 

F 

V 
(1;亘 i孟12)b 

V 
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ここで、 iニ 1:000 7:0A 

2:POP 8:PA 

3:S0S 9:SA 

4:POO 10:00X 

5:S00 11: POX 

6:S0P 12:S0X 

h1. 1 h 1， 6 

h 2， 1 

. 
日 1 h i， 

. . 
h 6， 1 h 6， 6 

h i， = 
a f i 

aC b， 

ここで、 i= j = k = 1 : 000 

2:POP 

3:S0S 

4:POO 

5:S00 

6:S0P 

f 
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使用記号

A :線形システム方程式の係数マトリックス [ -] 

B :線形システム方程式の係数マトリックス [一]

C b :液側基質濃度ベクトル [mol/cm3J 

C b. 官 :液側水分濃度 [mol/cm3J 

C b. 胃 Se t :液側水分濃度設定値 [mol/cm勺

C" :酵素濃度 [U/cm勺

Cr :原料基質濃度ベクトル [mol/cm3J 

C回・曹 :液側水分濃度観測値 [mol/cm3J 

Cs :徴生物保持粒子内基質濃度ベクトル [mol/cm3J 

C •. w :徴生物保持粒子内水分濃度 [mol/cm3J 

C • a t :水の飽和溶解度 [mol/cm3J 

C曹胃 : (2-6)、(2-7)式で定義される吸着平衡水分濃度

[mol/cm3J 

C 1 : BET式の定数 [ー]

D :線形システム方程式の係数マトリックス [一]

d :外乱ベクトル、ガウス白色システム雑音ベクトル [一]

E :期待値演算子

e :誤差変数ベクトル ト]

e 1 ， e 2 :誤差信号 [ppm.ー]

Ff :原料供給速度 [cm3/minJ 

F宵 :水供給速度 [cm3/min] 

H :状態観測器の係数マトリックス [-] 

K :総括物質移動係数マトリックス ト]

KG :力 jレマンゲイン [-] 
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Kt.Kd ， K~.Kw :各基質の総括物質移動係数

k e 酵素失活速度定数

[l/min] 

[l/minJ 

ki :反応速度定数(i=1，..，6)

[1/min，cm3/CU'min)， or cm3/(mol'min)] 

L :推定誤差共分散行列 [一]

M :システムノイズ共分散行列 [一]

Mi .Mp : PIコントローラ/ぐラメータ ト，一]

N :観測ノイズ共分散行列 [ -] 

P :線形確率システム方程式の係数マトリックス [ -] 

P 1 • P 2 :操作信号 [ppm.ー]

Q :線形確率システム方程式の係数マトリックス [-] 

R 線形確率システム方程式の係数マトリックス [ー]

Rv :反応速度ベクトル [ -J 

r :各基質の反応速度 [mol/Ccm3.min)J 

T. :サンプル周期 [minJ 

T1 :水分センサーの 1次遅れ定数 [min] 

t :時間 [min] 

U :操作変数ベクトル [ー]

V :有効反応器容積 [cm 3J 

Vb :徴生物保持粒子容量 [cm 3] 

V国 : BET式の定数 [g-H20/g-dry cellJ 

VR :容量比 (=V/Vb) [-] 

V :ガウス白色観測ノイズベクトル 〔ー]

X :状態変数ベクトル [ -] 

y :出力変数ベクトル [-J 

Z :状態観測器、カルマンフィルタ出力変数ベクトル [ー]
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く添え字〉

000. POO . POP ， SOO， SOP . SOS . TG . t :卜リグリセリド

OOX.POX，SOX，DG.d 

OA，PA，SA，FFA，z 

ジグリセリド

:脂肪酸

:酵素

:観測値

:水

e 

m
 w 
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