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論 説

報 文
泡沫分離法によるタンパク質の分離濃縮

松 本 茂 野 ・小 川 一 幸

芝 田 隼 次

Separation and Recovery of Protein from Dilute Solution by Foam Fractionation

Shigeno MATSUMOTO, Kazuyuki OGAWA 

and Junji SHIBATA

From the point of view of the protection of our circumstances and recycling of materials, it is important to 

separate and recover proteins economically and in an industrial scale . Protein is easily affected by heat, pH, 

solvent and so on, by which it changes the chemical properties. In this work, the effect of several factors on the 

separation and recovery of protein, especially albumin and hemoglobin was investigated using a foam fractionation 

method. Also we measured the stability of the froth and foaming ability of protein solution . We tried to express 

them quantitatively into the grade.

At the low flow rate of gas, both proteins can be separated from the solution at high percentage . Also, the 

highest recovery was obtained at pH of the point of zero charge. It is another way to add some salts in the solution 

which have influence to the improvement of the recovery. Compared with the life span of the froth between 

albumin and hemoglobin, albumin is superior to hemoglobin. The life of the froth of albumin is considerably 

affected by pH value of the solution. On the contrary, that of hemoglobin strongly depends on the concentration 

in stead of pH. We can get the high concentration ratio only by using the higher froth layer , namely the higher 
column length.

We achieved a selective separation between albumin and hemoglobin at the concentration ratio of 10: 1 at the 

pH of point of zero charge of albumin; moreover by using a surface active agent, e.g. Tween 20, the separation 

ratio was improved up to 43: 1.

1.緒 言

泡沫分離法は,水 溶液 中に溶存す る物質 をそれ らの界

面活性の差異に よ り気泡表面 に選択 的に吸着 させ て,泡

沫層 として除去あるいは分離濃縮す る方法 である。 この

分離法 は,操 作が簡便 であ ること,大 量 の試料 を処理す

ることが可能である こと,低 コス トで操業 ができるとい

った メ リッ トの他に,環 境保 全の観 点か らも価値 の高い

分離法の1つ である 。

環境問題や資源の リサイ クルへの意識 が高 まる中,我

々は プラスチ ックの分離 回収に対 して泡沫 分離法 の1つ

であ る浮選法の適用 を試 み,エ ンジニア リングプラスチ

ックを含む4種 類の プラスチ ックの分離方法 を確立 し,

すでに報告 している 。

タンパ ク質 は医薬 品,食 品製造 の原料 と して用い られ

てお り,工 業 的な規模 で分離精 製す ることが要 求 され

ている。 また,産 業廃水や生活廃水中に もタンパク質は

含 まれ てお り,タン パ ク質 を除去す ることな しに自然界

に廃水 を放流す る と河川 を汚染す る原因 とな る。従来,

タンパ ク質 の分離精製 には,凝 集沈澱法,限 外濾過法,

電気泳動法,逆 ミセル抽 出法や クロマ トグラフ ィ法が用

い られて きた が7),い ずれ も工業 的規模で展 開す る こと

は処理量 の点 で困難 である。 しか もタンパク質は熱や溶

媒な ど溶液環境 の変化 で容易 に変性,失 活す る。 これ ら

の ことか ら,泡 沫分離法 は工業規模 でタ ンパ ク質を分離

濃縮す るための方法 として大 いに期待 できる。

本研究 では,分 離対象物質 と して水溶性 タンパ ク質で

あ る牛血清 アルブ ミソ,ヘ モグ ロビンを選択 して,泡 沫

分離法 を回分操作 お よび連続操作 で適用 し,分 離性に与
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第1図 回分式および連続式泡沫分離の装置図

第2図BSAお よびHb水 溶液 の表面張 力

え るガス流量,溶 液pH,塩 添加効果 を検討 した。 加え

て,泡 沫の寿命 につ いて評価 を行 い,タン パ ク質の分離

性 との関係を検討 した。

2.実 験 方 法

本研究で用 いた装置 図を第1図 に示す。 ガラスカラム

の内径は50mm,高 さは500mmま たは1000mmで あ

る。回分操作 では,ア ルブ ミン(以 下BSAと 略記)お よ

びヘ モ グ ロビン(以 下Hbと 略記)水 溶液を カ ラムに

入れて,カ ラム底部 よ りガ ラス フィル ター(No.3)を 通

して窒素 ガスを通 気 した。一定時 間ご とにカラム底部 の

採取 口か ら注射器 を用 いて試料溶液 を採取 し,タン パ ク

質濃 度 の変 化を 測定 した。連続操 作で は,BSAとHb

を含む2成 分溶液を ガラス フ ィル ターの340mm(カ ラ

ム高 さ500mmの とき)ま たは660mm(カ ラム高 さ

1000mmの とき)上 部 よ りマ イ ク ロチ ュー ブポ ンプ

(PST-100岩 城硝子(株))を用 いて供給 し,処 理 液を最下

部 よ り連続 的に排 出 した。 カ ラム内の液面高 さは,図 に

示す よ うなオ ーバー フロータン クの位置 を変 えることに

よって調節 した。BSA,Hbの 濃度は可視紫外分 光光度

計(UV-2100,(株)島 津製作所)を 用 いて測定 した。

3.実 験結果および考察

泡沫分離法 を適 用 して効果 的にタン パ ク質 の分離 ・濃

縮を行 うために,種 々の濃度 のBSAお よびHb水 溶液

の表面 張力 を表面張力計(CBVP-Z,協 和界面科 学(株))

を用 いて測定 した。溶液pH無 調整(pH≒5.6)の とき

の実験結果 を第2図 に示す。 タンパ ク質濃度の増加 とと

もに表面張力は低下 した。BSAよ りもHbの 方が表面

張力 の低下 の程 度が大 きい ことか ら,pH5.6付 近 では

Hbの 方が強 い界面活性を持つ ことがわかる。第3図 は,

濃度50mg/dm3の ときのBSAお よびHb水 溶液の表面

張力 の変化 をpHの 関数 として表 した ものであ る。 タン

パ ク質水溶液の表面張力はpHの 影響 を大 き く受け る。

各 々の等 電点(BSA:pH4.8～4.9,Hb:pH6.79～6.83)

に相 当す るpH付 近 で表面張 力の低下 の程度が最 も大

きい ことか ら,タン パ ク質はそ の等電点付近に おいて界

戸 活性が最 も強い ことが確認 された。

まず,回 分操 作で泡沫 分離実験を行い,水 溶液中か ら

のBSAお よびHbの 除去 にお よぼす窒素 ガス流量の影

響 について調べた。Hbの 除去 率 と窒 素ガス流量の関係

を第4図 に示す。除去率R(%)お よび濃縮比CRは 次

式 によって算出 した。

除 去 率(%)R=(CrC)/Ci×100

第3図pHの 関 数 と して 表 したBSA,Hb水 溶 液

(50mg/dm3)の 表面張力
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第4図Hb除 去 にお よぼす窒素 ガス流量 の影響

濃 縮 比CR=CF/Ci

ここで,Cは 一定 時間後 の タン パ ク質濃 度(mg/dm3),

Ciは タンパ ク質初濃度(mg/dm3),CFは 泡沫層 中のタン

パク質濃度(mg/dm3)で あ る。窒素 ガス流量が1.83cm3

/sま で は,ガ ス流 量の増加 とともに除去率 は増加 した

が,そ れ 以上 のガス流量では除去率は低下す る傾向を示

した。BSAに つい てもHbと 同様の挙動 を示 した。 一

方,濃 縮 比はガス流量 の増加 とともに低下す る傾向を示

した。種 々のガス流量 での気泡 の大 きさと挙動を写真撮

影 して観 察 し,そ の結果 を表面張力 と気泡径の関数 とし

て第5図 に示 した。低 い窒素 ガス流量 の領域では,ガ ス

流量にあ ま り関係せず同程度 の大 きさの気泡が安定 して

発生 してお り,ガ ス流量が増 加す る とカ ラム内の気泡径

が増 加す る とともに気泡 が不 均一 お よび乱 流状態 とな

り,気 泡同士の合一が起 こる ことがわ か った。す なわ ち,

高い ガス流量では気泡の単位 体積 あた りの界面積が減少

す るため,気 泡に吸着 し除去 され るタン パ ク質 の量が減

少す る と思われ る。Hbお よびBSAの 除去を 目的 とし

た場合 の窒素 ガス流量は,1.8cm3/s程 度(線 速度9.2×

10-2cm/s)が 適当であ ると考 え られ る。

回分操作 での タン パ ク質 の除去 に対す る溶 液pHの

影響 を第6図 に示す。 それぞれ の等電点 のpHで 除 去

率が最大 とな った。BSAの 等電 点であるpH4.9付 近で,

両者 の除去率 の差 が最大 である ことか ら,こ のpHで

両者 の効果的な分離 が可能 である と考 えられ る。

第7図 にHbの 除去 に与 える硫安 の添加効果 を示 す。

硫安濃 度を増加 させ るこ とに よ りHbの 除去率 は増 加

す るが,逆 に濃縮比は低下 した。硫安 がイオ ン化 して生

じたNH4+,542に 水分子が水和 して タンパ ク質を と

りま く水分子が除去 され るとい う,い わゆ る塩析効果 に

よるもの と考 え られる。濃縮比の低下は,Hbの 除去 が

進 むにつれ て泡沫層 とともにカラム外 に放 出され る液量

が増加す るためである。 タンパ ク質水溶液 に塩類 を添 加

す ることは除去 を 目的 とす るならば有効 であるが,高 濃

第5図 表面張力と気泡径の関係
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第6図 回分操作に よるタン パ ク質 除去 にお よぼすpH

の影響 第7図 硫安存在下でのHb除 去率の経時変化

度 回収 には適切 ではない と思われ る。Hb除 去 に与 える

NaCLとCaCl2の 添加効果を調べた ところ,NaClよ り

も水 和分子数 の多いCaCl2を 添 加す ると,約 半分の操

作時間 で同程度 の除去率 を得 る ことが可能 であった。

泡沫 分離法を用 いた タ ンパ ク質 の除去率 お よび濃縮比

に与 えるも う1つ の因子 として,泡 沫 の寿命,す なわ ち

起泡性や泡沫 の安定性が考 え られ る。pH4～7に 調整 し

た50～200ppmのBSA,Hb水 溶液 の起泡性 お よび泡

沫の安定性 の評価を行 った。 回分操作 と同様 の方法 で,

泡沫 層 を生成 させた。泡沫 層高 さが最大値(た だ し,液

面か らカ ラム出 口までは160mmで あ る)を 示す まで,

窒素 ガスを通気 しなが ら1分 ご とに生成す る泡沫層 の高

さを測定 して,起 泡性を評価 した。泡沫 の安定性 につい

ては,泡沫 層高 さが最大 とな った時点で窒素 ガスの通気

を 中止 し,1分 ごとに泡沫層 高 さの変化 を測定 した。 こ

の測定結果を点数化 して,起 泡性 や泡沫 の安定性を表現

す る新 しい方法を提案 した。起泡性 の点数化は,泡沫 層

高 さ160mmを10点,泡沫 層高 さ0mmを0点 として

その間を比例配分す ることに よって決定 した。泡沫の安

定性につい ては最 大泡沫 層高 さ160mmを10点,0mm

を0点 と して比 例配分 に よ って点 数化 を行 った。BSA

の場合 の溶液pHと 起泡性 との関係 と溶液pHと 泡沫

の安定性 との関係 を第8図 に示す。 図 よ り,BSAは 起

泡性,泡沫 の安 定性 ともに溶液濃度 の影響はほ とん ど受

第8図BSA水 溶液か ら生 じる泡沫 層 の寿命
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けず,pH依 存性が大 きい ことがわか る。図 には示 して

いないが,Hbに ついては起泡性,泡沫 の安定性 ともに

pHよ りもHb濃 度 に よって大 き く影響 され ること,Hb

よ りもBSAの 方 が泡沫 の寿命 が長 い ことが確認 され

た。いずれの タンパ ク質 も泡沫 に関す る性状,寿 命 につ

いては,そ れぞれの等電点で最大の値 を示す こ とが 明か

とな った。

回分操作に よる除去実験 で,泡沫 層 として回収 され る

タンパ ク質の濃 縮比についてBSAとHbの 比較 を行 っ

た。Hbよ りもBSAの 方が高 い濃縮比 を示 したが,い

ずれの タンパ ク質 も窒素ガス流量 を増加 させ る と泡沫 層

として カラム外に持ち出 され る液量 が増加す るため濃縮

比は低下 した。濃縮比 もまた泡沫 の安定性 の影響 を大 き

く受け ると思われ る。泡沫 にはある厚み を持 った液膜が

存在す る。泡沫 が上昇 してい く間に気泡 または泡沫 の液

膜を形成 してい る水は,重 力の作用 でプ ラ トーボーダー

を通 して流下 してい くために液膜 が薄 くなる。 この過程

が限界薄膜にな るまで続 き,生 成 した泡沫 はやが て破壊

す るが,泡沫 が高い安 定性 を持 つならば カラム外 に放 出

され るまでに境膜内の溶液量 が減少 して,タ ンパ ク質が

泡沫 に濃縮 され,な おかつ泡沫 が破壊す ることな くカラ

ム外 に放 出され る。BSAの 方がHbよ りも高い泡沫 安

定性を持つので,両 者 の濃縮 比に も大 きな差が生 じた と

考え られ る。

BSAとHbの 混合溶液のpHを 変化 させて連続操作

で分離実験を行 った結果 を第9図 に示 した。気液界面 に

おけ る界面過剰量r(g/cm2)お よび回収率 ε(%)は それ

ぞれ次式に よ り算出 した。

界 面 過 剰 量(g/cm2)

r=QF(CF-Ce)×d/6G×10-7

回 収 率(%)

ε=CF・QF/Ci・Qi×100

=(Ci・Qi-Ce・Qb)/Ci・Qi×100

ここで,Ceは カ ラム内のタ ンパ ク質平衡濃度(mg/dm3) ,

CFは 泡沫 層中の タンパ ク質濃度(mg/dm3),Ciは タンパ

ク質初濃度(mg/dm3),dは 気泡径(mm),Gは ガス流量

(cm3/s),qは 供給液流量(cm3/s),魅 はオーバ ーフロー

流量(cm3/s),蝕 は泡沫 層流量(cm3/s)で あ る。 いずれ

のタ ンパ ク質 も溶 液pHに よって界面過剰 量は変化す

る。特にBSAは 回分操作 による除去実験 と同様 に,pH

によって大 きく変 化 し,等 電点付近 において界面過剰量

が最大 とな った。BSAの 等電点であ るpH4.9付 近 にお

いてBSA,Hbの 界面過 剰量 の差が最 大 とな り,BSA,

Hbは 約10:1の 割合で泡沫層 中に分離 され る。BSAの

方がHbよ りも界面 過剰量 が大 きいのは起泡 性 と泡沫

の安定性に起因する と思われ る。

連続操作に よるBSAの 除去率に対す るカ ラム長 さの

影響を調 べた。 実験条 件は,窒 素 ガス流量0.83cm3/s,

供給液濃度100mg/dm3,供 給液流量0.098cm3/s,pH4.9

であった。 カ ラム長 さ500mmの ときと1000mmの と

きについて除去率の経 時変化 を比較 した。 除去率はカ ラ

ム長 さが500mmで は約35%で 定常状 態 となるが ,カ

ラム長 さを1000mmに す る と50%の 除去率 を達成す る

ことがで きる。連続操作に よる泡沫 層 高 さとBSAの 濃

縮比 との関係を調 べた。泡沫 層高 さが5,10,15,20,

第9図 連続操作に よる分離性にお よぼすpHの 影響

第10図 連続操作による分離性におよぼす窒素ガス流
量の影響
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第11図Tween20存 在 下 で の タン パ ク質 の分 離i

25cmの ときの濃縮 比はそれぞれ2.5,5.5,9.5,13.8,

19.3と増加 した。 タン パ ク質が気泡 に吸着 して泡沫 が生

成 され る際に境膜 に水溶液 が同伴 されて カラム外に持 ち

出 され るが,カ ラム長 さが長 い とき,す なわち泡沫層 が

高い とき境膜 の水溶 液がプ ラ トーボ ーダーを通 して カラ

ムに戻 るので泡沫は十分 に濃縮 され ると考察 され る。 他

の条件を変 えずにカ ラム長 さを長 くした り,泡沫 層 高 さ

を高 くす ることに よ り,濃 縮 比を制御す ることが可能 で

あ る。

窒素 ガス流量を変 化 させて分離 実験を行い,そ の結果

を第10図 に示 した。 窒素 ガス流 量を増加 させ ると,い ず

れの タンパ ク質 も界面過剰 量は低 下 したが,分 離性 の低

下は見 られなか った。 回収 率に関 しては,窒 素 ガス流量

を増加 させ る と増 加 して,窒 素 ガス流量1.5cm3/s(線

速度7.7×10-2cm/s)で は,回 収率は90%以 上であ った。

界面活性剤であるTween20を タンパ ク質水溶液に添

加 して,タ ンパ ク質の疎 水性 を変化 させ ることに よって

分離 の改 善 に つ いて 検討 した 。2成 分 混合 水 溶 液 に

Tween20を 添加 して,溶 液pHを 変化 させて分離実験:

を行い,そ の結果 を第11図 に示 した。Tween20を 添 加

す ると,添 加 しない場 合に比べていずれの タンパ ク質 も

界面過剰量は約半分程度 になる。 これはTween20が タ

ンパ ク質に吸着 して,タン パ ク質の表面はTween20の

親水基を外側に向けた構造 を呈 して,タン パ ク質 自身 の

疎水性が減少 したため であ ると思われ る。BSAよ りも

Hbの 方が 界面過 剰量 の低下 の程度 が大 きい ため に,

Tween20を 添加す るこ とに よって,BSAとHbは 約

43:1の 割合 で選 択的 に分 離 され,分 離 性の向上 が認 め

られた。 このよ うに,界 面活性剤を添加す ることに よ り

タンパ ク質表面 の性質を変化 させて,気 泡への吸着量を

制御す ることが可能 であ ることが 明らか とな った。

Tween20の 添 加量を変化 させて,両 者 の界面過剰 量

の差が最大 であったpH4.9で 分離を行 った。Tween20

を添加す ると,い ずれ のタンパ ク質 も界面過剰量は低下

し,添加量を増加 させ る とともに界面過剰量は低下 した。

特に,HbはTween20の 添加 の影響を大 き く受け,添

加量25mg/dm3の 時 には,Hbは 気泡 にほ とん ど吸着

されず,BSAは 極 めて高 い純度 で回収 された。

4.結 言

本研究 では,泡沫 分離法を用いて タンパ ク質の分離濃

縮を試みた。種 々の条件 を変化 させて,回 分操作お よび

連続操作 によ り水溶液 中のBSA,Hbの 除去に対す る影

響 を調べた。起泡性お よび泡沫 安定性の評価 も加えて行

い,除 去率 との関係を検討 した。

ガス流量,pHや カ ラム長 さな どの条件設定 に よ り,

界面活性,起 泡性や泡沫 の安 定性の異な るBSAとHb

の分離濃縮が比較的容易 に達成 され る。 さらに,塩 類 や

界面活性剤 の添加 も両者 の分離に対 して効果的である。
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