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凍結乾燥に於ける乾燥の機構 VIII*
乾燥過程での試料中の部位による合水率と

菌生残~f~ との関係について(第 2 報)
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1. 緒言

凍結乾燥では試料は立体構造を保ったまま表層から深層に向って乾燥が進行するので，試

料を表j脅から深層lこ主主る幾つかの層lこ分けて，各部分lζ於ける乾燥度(合混度)とその部分にあ

る細胞のもつ活性度と号，それぞれ乾燥の全過程に亙ってしらべ，乾燥の経過に伴うそれらの

変化或いは相互の関係を比較することによって，凍結乾燥に於ける乾燥の機構を追求しようと

した。前報1)では，まだ実験例数が少なく従って予報的lこ発表したに過ぎないが，今回は吏に

それを補充線認する意味で行ない，特lこ実験方法中不備と忠われた幾つかの点lこ改善を加え，

例数も可及的多くして，誤りの少ないよう努めた。

11. 実験方法
1. 実験材料

実験材料lζは前回問機酵母 Saccharomycescerevistae及び大腸菌Escherichiacoliを用い

た。前者は麦汁寒天培地27
0
C2日間培養のもの，後者は普通寒天培地 37"C24時間培養のもの

を，いずれも蒸溜水で 3回遠心洗滅した後，それぞれ蒸溜水で 500mgjml又は 200mg/mlの濃

度の菌浮遊液を作った。 S.cerev.は蒸溜水浮遊液とすると，凍結乾燥の際飛散しやすいが，菌

濃度を 500mgjmlくらい高くするとそのおそれはなくなる。一方E.coliはS.cerev. (C比較し

て菌濃度がイ尽くても飛散は少ないし，培養による詣収量もかなり少ないので， 200mgjmlの菌

濃度を用いた。通常の凍結乾燥では，この様な高濃度の菌液はあまり用いられないが，本実験

では前述の様な現出の外iこ秤量の際の誤差をなるべく少なくすることに留意したからである。

蒸溜水浮遊液の外lと，各種媒質を比較検討する図的で，ゼラチンとブドウ糖とを用いた。

即ち 1%ゼラチン溶液又は 5%ブドウ糖溶液中で3回遠沈洗滅した上で，それぞれの液に再浮
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避させた。

凍結乾燥法

凍結には第 1図のような容器を用いた。日本紙を

糊づけして作 f)，パラフィンをしみ込ませて水を透過

しないようにしたものである。これに 6mmの高さま

で蔀液を入れると内側の閑液量は 2mlとなる。

ような二重翠の容器を用いたのは，別{こ報告2】するよ

うに，i詑忠告の過程では，下j併に向って進行する乾燥の

前線(国)が平屈にならず周辺部が早く乾燥して山形に

なりやすいので，いろいろ条件を変えて試してみた結

果，この型の容器を用いてしかも次の様な凍結乾燥の

方法をとる場合，上h絞的平面をなすすZを知ったからで

ある。

予備凍結の方法については，種々検討した結果

(別報)'¥底面から凍結が進行するよう次の方法を用いた。

魔法瓶中lこ点織の河柱を立て，それに一定阜のドライアイス アルコ戸ノレを入れて冷却し

円柱上lこ試料の入った容認をのせると一定の冷却速度で試料が凍結する。 魔法j慌に 30分間お

いて充分凍結したのち，ガラス製謄り合わせ容器の底lこ置いたコルク片(断熱の為lこ入れる)の

上に移して，すぐに凍結乾燥機にとりつけ，乾燥を開始する。乾燥の開始と同時に容器を 30
0
C

の視渇中に没しで周囲から試料をあたためる。

乾燥機は放射状に多岐?ぎをとりつけた装置で， 中央の凝縮器lこは液体室奈(-197
0
C)そ用

い，到達冥主度 2X 10-3 mmHg， 排気量 100l/minの油廻転ポンフ。で奨空を保った。

での実験終了時間(肉眼的な乾燥終了時間より更に 3時間経過したもの)は 1211寺間であった。

この凍結及び乾燥過程での試料

の上中下3府lこ於ける温度変化は特

l乙作った熱電対及び電子管式自記記

録言?によって記諒された(第2図)。

加温の温度を 30
0
Cとしたのは， 外

部条件中のj毘度を一定lこして， しか

も其の日のうちに 1系列の実験を完

了できるよう乾燥速度を適度に加減
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3. 含水率測定

試料の表層から順次深層lζ向って進行する乾燥過程で見かけ上の乾燥終了部分が全試料の

1/3， 2/3， 3/3 Iこ当る時刻jを予備試験で大体liUfかめておく。 前記のようにして凍結の後乾燥の

段措に入ってきた試料は，各時玄1]で乾燥を中断し，未乾燥部分の融j鮮を防ぐために，真空に封

じたまま直ちに -300Cの低温室に移す。 そ乙で真空を破り，試料を取り出し，形がJfffれない

ように金属の裂に入れておさえながら，説草lJな剃刃で紙の容器のまま底面に平行に上中下の3

用11ζ分けて切り出し試料だけを秤量j慌にとる。これをデシケ{夕戸中lと納めて常温の室で温度

が民るのを待って科最する。乙の値を αとする。次に秤量j抵のまま謄り合わせ容器lζ入れ600C

の温浴槽l札 真空度1O>5mmHgで2時間乾燥を行なう。 乾燥終了後再び秤量してこの伎を b

とする。与互x100を以って本実験吋ける含水準とする。 なおbの値は吏崎熱滅菌器で

1050C2時間加熱しでも最早変らない。

4. 生菌数測定法

各乾燥段賠でとり出された試料は量的lζ一定ではないので，生残i誼数を測定するためには

各条件の試料は一定のj克準のもとにf2si液濃度がそろえられねばならない。部報りの実験では，

萄液濃度を比濁によってきめることとし，各条件の処理を行なった後の菌液について混濁度を

測定して総菌数を整え，更に凍結融jo/(，や凍結乾燥によって生ずる混濁度の変化の分だけ補正を

行なった上で，生菌数のi¥lJj定を行なったものである。

今回は比濁法lζよらず，直J安重量を測定する ζ とによって総菌数をそろえた。即ち各試料

毎lこ乾燥霊置を測定し，それを規準として，一定の稀釈を行なってi岩波を作り，更にそれを適

当な濃度まで稀釈して plat巴count法を行ない， 発育集部数を数え1!Q;処置の対照を 100とする

%で表わした。なお試料は乾燥したまま個々の容器を密封して -300Cの低温室に 1夜放置し，

翌日稀釈培養したものである。

|司一条件の実験を各4例乃至81Yuずつ行なった Q 後の成総の墳に掲げる表':1=1実験例 1と2，

3と4，5と6のそれぞれ21Yuずつは同一日 lζ同時lζ行なったものであり，いずれも同ーの試料

を2つに分けて含水彩と生残ネとを測定した。

III. 実験成績

1.含水率

さきにのべたように，試料全体を31¥91ζ分けて，乾燥過程の各|出場lζ各gitの合水率をしら

べたのである。

1) S. cerev. 

先ず蒸溜水浮遊液について見ると 2.0~2.5 時間後の上凶だけが乾いた時の含水率は 18.6%

で中，下J習はまだ凍結中であった。それが中国まで乾燥が進行した時には，上層は 11.3%とな

るが，凍結中の下層に接している中層では 18.5%で2.0--2.5時の上)習にほぼ近い値である。更

に8.0"，，9.0時間後の下阻まで乾燥が終ったと思われる時は，上j習は 7.9%と減少し，仁1"閣は 11.1
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第1表 酵母の各穣浮j佐波の凍結乾燥過程での部位による含水率の消長

1. 蒸溜水浮磁波
山口回

合 水 率 (%) 
4.5~5.0 hrs 8.0~9.0hrs 11.0~ 13.0 hrs 

上 中 上 ヰ1 下 上 中 下
J 、ー~ゐ〆、 V"

No.l 17.6 
E担
14.8 22.3 

iW 
10.2 13.0 26.7 1.9 2.2 2.8 

No.2 18.5 10.3 17.3 9.9 10.0 14.6 1.4 1.5 5.9 

No.3 19.0 8.8 19.3 5.9 13.4 19.2 1.5 1.4 0.7 

No.4 
結 総

1.3 15.4 13.3 20.4 5.6 7.8 14.0 0.9 2.4 

No.5 19.1 9.1 15.3 1.0 1.4 1.9 

No.6 20.3 
片ヨ
10.5 16.2 1.6 l.l 1.1 

平 i~ 18.6 11.3 18.5 7.9 11.1 18.6 1.5 1.4 2.5 

11. 1:?ぷゼラチン浮滋液

iメ
合 水 ヰミ (~6) 

3.5~4.5 hrs 6.0~8.0 hrs 8.0~ 12.0 hrs 

上 上 中 下 上 ヰl 下

No.l 14.0 iil! 11.0 17.1 
現i
14.4 19.5 21.0 1.5 2.2 1.3 

No.2 26.5 11.5 17.2 13.6 16.3 21.7 1.5 1.8 2.3 

No.3 
がi 対1

19.9 11.7 20.0 12.0 11.5 16.7 2.7 1.8 1.5 

No.4 21.6 「ド 15.1 20.5 10.8 18.6 15.0 1.5 2.1 3.3 

平 均 I20.5 I I 12.7 I 16.5 I 18.6 I 2.1 

III. 5%ブドウ糖浮j船渡

ぷ
f者 水 率 (%) 

3.0~3.5 hrs 6.0~7.5 hrs 1O~12 hrs 

上 中 上 1ヤ 下 上 Fド 下

No.l 20.1 
E在
13.3 25.9 

凍
3.2 4.4 9.4 0.8 1.1 

No.2 22.5 3.7 5.1 8.9 0.0 1.7 1.2 

No.3 23.8 12.4 25.0 3.9 6.0 8.5 2.6 0.8 1.8 

No.4 
お守 結

25.2 12.3 21.2 4.4 日.4 7.ラ 1.5 1.5 1.5 

No.5 19.7 12.3 16.4 6.9 10.1 10.1 1.5 1.0 2.2 

No.6 20.8 
同1
12.5 18.5 6.7 11.4 11.4 2.2 1.7 1.6 

平 2.0 I I 12.6 20.1 4.8 7.1 10.5 1.4 1.6 

%となる。 ζ の時の下層は 18.6% で凍結層に接していた時の 2.0~2.5 時間後の上層或は 4.5

~5.0 時間の中層のそれにほぼ等しい o 全体が大体乾燥したと，思われる時から更に 3 時間おい

てしらべて見ると，もはや上下の差はなくなって，各層ともほぼ等しい合水率を示している。そ

の後引続き乾燥を続けても(3時間)もはや合水率に変りがないことから，この条件lこ於ける乾
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第3図 部位別の含水彩の時間的推移(酵母)

1. 務湖水浮遊液 II. 1:;<;;ゼラチン浮紛液 II1. 5%ブドウ糖

浮滋液 O 上古s .中部 ⑨下部を表わす

縦軸は合水率 横軸は乾燥時間を表わす

燥の終末点lζ達していることがわかる o 要するに乾燥は上層から下層に向って進行しており，

乾燥部分の前線が通過して見かけ上は乾燥が終了したように見えるj習であっても，まだ合水量

が多く，ある限度に迷する迄はヲi続き乾燥が進行しているものである ζ とがわかる。しかも乾

燥の前線から見た水分の分布状態は， 乾燥の時間の経過や部位lζ対しでほぼ平行移動する形

で，表j百からの距離に無関係に，前総，つまり凍結問Hc.接する聞からの距離によって一定して

いる(第3図.1)。

言いかえれば，下J~に凍結胞が残っている間は，それより上の府では，合水量lζ勾配があ

るが，凍結胞がなくなった後に始めて次第に全層が均一の合水量に近づく。

以上は蒸湘水浮遊液で得られた結果であるが， 1%ゼラチン詳液でTIBi浮遊液を作って行な

った実験についても全く同様の経過が認められた(部3図II)。又5%ブドウ粕溶液の浮遊液で

は，全体の傾向としては蒸溜水やゼラチン溶液の場合と大差はないが，ただ一般に乾燥速度が

大きいようで，従って一定時間後の合水量はブドウ糖溶液の場合が他より小さい(第3図 III)。
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2) E. coli 

次lζ E.coli についても全く同様の実験を行なった結果を S.cerev.と比較して見る(菌濃

度だけは 200mg/mlでやや低い)。

上層から下層lζ向つての乾燥の進行に伴って)1闘次合水量が減少し，最後に全層が均一にな

るという乾燥過程の本質には変りないが一般に乾燥速度がおそく，同一時間の乾燥では E.colz 

の方が含水量が多い(第4図1，II， III)。例えば，蒸溜水浮遊液でも 1%ゼラチン浮遊液でも，

第2表 大腸闘の各産宣浮磁波の凍結乾燥過程での部位による合水率の消長

1. 務潟水浮i佐波

ぐ間 合水率(%)
\訴位 1 ・5~2.0 hrs| 3.0~4.0lm | 川 m | 1O.0~11川rs

実験例 上ト44・下|上 l中|下!上 l中|下|上 l1'¥" I下
No. 1 1 21.5 凍一-I li1! I 8.0 I 16.0 I 14.2 I 3.7 I 4.4 I 9.1 
No. 2 1 22.5 部。-口" I 9.3 I 18.2 耳<r目E全 4.7 1 10.1 1 14.3 一一

No. 3 1 25.8 1 1 16.7 1 21.6 1 9.6 1 11.6 1 8.7 1 5.2 1 5.7 1 5.2 

No. 4 1 28.4 FtI 17.5 I 23.8 中 7.51 12.9 1 11.9 1 4.2 1 2.2 1 4.9 

平均 24.6I I 14.5 I 21.2 I I 7.5 I 10.2 I 12.3 I 4.4 I 4.1 I___~.~ 
11. l;ii五ゼラテン浮泌波

時間 合 水 主存 (%) 

笑験¥例¥F¥M、
3 .3~3.5 hrs 6.5 hrs 10.5~ll.0 hrs 

上 上 上 下 上 ヰl 下

No.l 27.8 li1! 15.1 21.9 凍 7.1 8.5 5.1 2.5 2.7 

No.2 30.4 17.1 25.6 6.7 8.8 15.8 

No.3 
が;

23.3 16.5 24.8 
結
10.9 13.4 5.5 4.7 4.8 

No.4 20.4 中 24.1 25.6 中 11.3 16.5 19.2 7.7 6.8 6.2 

平 均 25.5 18.2 24.5 9.0 12.6 14.2 6.1 4.6 4.6 

111. 5%ブドウ糖浮t脱皮

実¥験¥¥例¥¥ 略部両剖
合 1< 率 (Jの

1.5 hrs 3.0 hrs 5.0~5.5 hrs 1 O.O~ 11.0 hrs 

上 中・下 J二 下 上 下 上 中 下

No.l 30.5 
視1
13.6 24.4 

現i
5.2 8.2 14.3 1.5 0.8 1.2 

No.2 30.4 23.0 30.1 6.9 10.8 23.6 1.0 0.8 2.5 

No.3 28.6 11.4 32.6 8.0 8.7 29.6 1.1 1.0 1.6 

No.4 
耐4kl3z 

18.5 
五号

31.0 1.0 3.0 28.9 8.1 13.8 1.5 

No.5 33.0 11.7 6.4 12.5 33.4 2.2 1.9 2.7 

No.6 
中
12.9 6.7 10.1 2.0 1.3 1.5 

平 均 1 30.3 1 I 15.2 I 29.0 I 6.9 I 10.7 I 26.4 I 2.1 
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第 4図 部位別の合水率の時間的推移(大腸菌)

1. il在潟水浮滋液 II. 1%ゼラチン浮世出液 III. 5%ブドウ縮
浮iJ1i液 O 上部 @中部 ⑩下部を表わす
縦軸は合水率 償制限乾燥i時間を表わす

凍結層lζ接する乾燥層の合水率は S.cerev.が凡そ 18%前後であるのに比して E.coliは20乃

至30%くらいの値を示している。最後の全層が均一になった時の合水不も S.cerev.の2%前

後に対して，E. coliでは 4，.....，6%で，かなり高い。

乾燥過程での各部位の相互関係は， 傾向として S.cerev.の11をと大した差はない。ただ

5%ブドウ椴溶液に浮遊した場合は S.cerev.と同様他の媒質を用いた時と多少異なり，凍結層

が残っている聞は，それに接する層が比較的合水率が大きくて， 30%以上の値を示しているの

に，凍結層がなくなると怠に低下して，最後には 1，.....，2%の含水率を示す。

この凍結層と接する摺の合水率が高いことはブドウ納溶液の性担によるものらしく，恐ら

くは濃縮されたブドウ ~g!f溶液が融解しτ くるのを部位lこ分ける際にi!ltlりこむためであろうと忠

われる。
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第5図部{立別の生残率の待問的推移(酵母)

I.蒸溜水浮磁波 11. 13;;ゼラチン浮滋液
III. 5，%ブドウ糖浮削夜
O上部 . !=I~部 3 下部を表わす

縦i1411は生残率 横取!iは乾燥H寺rmな表わす

% 

。
。..。
。
O s 

30 

~ 
@ 

s @ 
。 12 

hr 

% 

601 8 E 
O • 。• 

30 。

し」
@ 

6 12 
hr 

% 

30 

8 

8 

E 

12 
nr 

第6図部位別の生残率のi時間的推移
(大腸菌)

1.蒸溜水浮j貯液 1I. 1，%ゼラチン浮滋液

II1. 53;;ブドウ糖浮i佐波
O 上部 @中部 (督下部を表わす
縦qijllは生残率 おi輸は乾燥11寺岡を5交わす



2. 生残率

1) S. cerev. 
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(1) 乾燥過程特lこ部位と生核不との関係
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第5闘でみられるように， ζれらの乾燥層での生残率はいずれもほぼ 1%又はそれ以下と

なっている。侭しその他は個々の例によってかなり変動が大きく，乾燥の経過時間から見ても

或いは部位から見ても必ずしも一定の傾向はみとめがたいようである。

蒸溜水浮遊液やゼラチンi1.;住液では，むしろ概して上府の方が生残王手が高いようにさえ見

えるので，乾燥以前の問題として，凍結過程だけで部イ企による廷が出来るのではないかと考え，

その点、の吟味を行なった。即ち凍結乾燥を行なうのと全く問ーの条件で予備凍結だけを行ない

それを -30
0

Cの低温窓で 3J腎に切り出して試験管にとり +300Cの温洛捕で融解して生菌数を

しらべてみた。その結果部位による生残率の差は全く認められなかった。

ブドウ純浮遊液では乾燥の初期から乾燥部分の生残来は低く， 大部分のものが0.1%以下

の依を示した、この場合にも時間や部惟によるはっきりした差はみとめにくかった。

(2) 合水率と生残率との関探

時間の経過や部忙を間わず，合水率と生残率との関係を図示すると第7図の通りである。

ζの図から一見しでわかるように，生残率の分散がかなり大きくて合水不との相関関係は見出

し ~)fgい。ただブドウ軒浮遊液では，一般に佑が低いせいもあって，合水不の多;Q; /ζ無関係 lと，

lまぼ同じ程度の生残率を示すように見える。
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第7図 含水再三と生残率との関係(酵母)

O 蒸溜水序iHiil皮 . 5ブ五フドウ糖浮W'fil3Z
③ 1 74ゼラチンJ手続j夜を5交わす

2) E. coli 

30 。/
70 

E. coli の生内不は tí~ 6悶にみられる通り S.cerev.Iこ比較してはるかに大きなが{であった υ

(1) 乾燥過程特に部位と生残本との関係
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蒸潟水浮遊液と 1%ゼラチン浮遊液とでは，間じ部イ立のものは時間の経過するに従い生残

喜界が低くなり，また同じ時刻のものは上層ほど生残率が低くなっていることから，結局，乾燥

が進む程生残率の低下することがわかる。しかし5%ブドウ糖浮遊液では，かなり様子が異な

り乾燥過程の途中で生残率が低し乾燥終了後の生残率がかえって高いという結果を示してい

る。

ブドウiJ.If溶液は -300Cぐらいまでの温度で凍結させたのでは， そのまま長時間おくと

凍結状態が変る ζとを経験しており，試料は乾燥したものとは言え，ある程度の水分量を持っ

たまま一夜保存されていて，共の間lζ多少の変化のおきるおそれがあるので，保存時間の吟n;j(

を行なってみた。 即ち同一乾燥試料をすぐに秤量，稀釈，培養を行なうものと， 一夜 -300C

においた後向じ操作で培養したものとの生残来を比較してみると， tr13去の如く，かなり生菌

数の減少する ζ とが認められた。

第3表 乾燥誠料の即日培養と翌日i詩授の比較(犬腸菌ブドウ糖浮遊液)
~、 "や nn

生 残 率 (%) 

1351ml701m  i 
即日培養|翌日培養 即尽培養|翌日時 即日時|翌日培養 即日蝕l翌日時
15.0 12.0 6.2 0.1 32.2 12.3 

上 33.4 27.1 
35.8 24.1 2.0 0.2 49.7 0.0 

22.8 5.2 34.4 0.6 
中 現1 あt 21.9 

16.9 5.7 32.5 1.4 

下 凍 名古 凍 がi ベ1 11411Ml  
15.0 0.6 

29.3 11.5 

本実験ではう測定の時間的な関係もあって，乾燥後一夜 -300Ciこ放置したのちラ生lisi数

の測定を行なっていたので，ブドウ私~f溶液で乾燥途中のものの生残率の低いのは，このような

児由が関係していたのかもしれない。

(2) 合水不と生残本との関係

ζの場合lこも生残ネにかなり依の大きなばらつきが見られるが，全椴的lこながめて，蒸i潟

水浮遊液では，合水系が低いほど生残不がイ尽くなること，ゼラチン浮遊液では，それがやや純

端になって，僅かの含水系の差で，かなり生残不が呉なるという傾向がみられた。一方ブドウ

糖浮遊液では，一般に生残本が低く(乙れは S.cerev.の場合にもみとめられる)，しかもある

範囲の合水平を持ったものが，生残率が低し、という現象がみとめられた(第8図)。但し ζの図

で令水不30%附近より多いものは， 前述 (65 頁末尾〉のようにìJ\~定航が高すぎるのかもしれ

ないから，それを主liiEすれば，ブドウ踏の1[[1総は右上りにはならないかもしれぬ。
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第8図 合水率と生残率との関係(大l協商)

O 蒸溜水浮i貯液 ・5%ブドウ糖浮dm皮 () 1%ぜラ
チン浮日産波を表わす

IV.考察

本実験は凍結乾燥の過程を，試料自身の内部の問題として，できるだけ詳細にしらべたい

という ζ とに目的があった。 特lζ水分のとれ方が，実験対象である微生物の機能(生物学的活

性)にどのような影響を与えるかを検討することにあった。 従来は試料全体が一つの均一状態

のものとして，或いは均一なものと見倣さないまでも，全体を一つにひっくるめて扱われたこ

とが多いが，凍結乾燥の特徴である立体的梢遣を保ちながら，乾燥が表問から深間lζ向い，し

かも相当長時間に立って乾燥が進行し続けるものであることから考えて，乾燥機構を分析する

方法のーっとして，このようなねらい方をしたわけである。

木実験のように，試料中の含水皮と活性皮との関係をしらべる場合にも，試料内部が常lこ

均一に変化するものならば問題はないが，時間の経過と共lこ試料中の部位によって差異のでき

るζ とが想像される以上，果してどの部分をどのようにとり扱ったらよいのか甚だ難かしい問

題である。特に乾燥過程そのものの検討を限的とする探り，時々刻々に変る経過そ動的lζ追求

するためには，試料1*の部位による涯をどんな方法で測定するか，たとえ，幾つかの部分にわ
けで調べたとしても，よりミクロな立場から考えれば，やはりまだ試料巾の部位によって勾配

があり，結局，点か田での測定ができない限り，実験は不可能ということになる o そこで可能
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な限り幾つかの部位lこ分けるとして，本実験では便宜上，上中下3)習に分けて測定し，その結

果から表面より底商lこ至るまでの全部位の状態を推定したのである o

細胞の浮遊液を試料とする場合，脱水の過程をしらべるためには，蒸溜水浮遊j夜を用いる

のが，条件を最も単純化する芯味で都合がよい。木実験でもこの水浮遊液の場合を基本lこして

5考察を進めることにする。

全般として，上層から下回に向って乾燥の進行することは，肉眼的観察でも知られる通り

である。言いかえれば下!日ほど合水不が高いということになる。その状態を部位についてもう

少し詳細に眺めてみると， 第 91:設に示すように凍結摺lこ接している部分は， いずれも 19%，

19%， 19% (8~9 時間のものは氷がなくなった直後であるから同じ条件と見倣してよい)とい

うように全く同程度の合水不を示し，その上のj留は， 11%， 11%というようにこれまた同一合

水不を示すことからも，各部位の合水率は凍結問からの距離によってきまる ζ とがわかる。

-
A
叶

ー上 7，9 15 

11.1 lρ 

下 之5

2ρ---2)5 斗.5.....5.0 8.0-9.0 11.0-13，ρ 
hr 

第9図 蒸溜水浮j佐波の凍結乾燥過程における部位による含水率の消長

下部の数字は凍結乾燥経過時間を，わく内の数字は各部伎の
合水率(，?G)を表わす。斜線の部伎は凍結中の部分。

比の凍結)習が多少でも残っている限りは，上!脅からもまだ脱水が行なわれている乙とにな

り，下層の凍結層が全く消失してしまって，始めて，上~下層聞の勾配が漸i欠なくなり，やが

て試料全体が均一の合水度となる。 ζれが恐らく乾燥の終末点であって，それから先は乾燥を

続けても，その乾燥条件ではもはやそれ以上の脱水は行なわれないようである。

なお，各部位の合水平とそれぞれの経過時間を汚え合わせると，乾燥速度は，下摺lと進む

151低下していることがわかる。

酵母と大腸菌の比較では，前者がはるかに脱水されやすく，しかも最終の合水率が低いと

いう事実は，既に他にも報告された適り 1)3)であって，これは恐らく細胞の本問的な性質の差

によるものであろう。

合水率と生残率との関係については，大腸Iネ[では合水不の低下lこ{料、生残ネも低下すると

いう傾向を示しているが，酵母では，その関係があまりはっきりしていない。乙れは，酵母細

胞は外部条件に対する K~抗性がー放にイ尽く，凍結だけで既にかなりの障害をお ζ すために，こ

れにJl!1こかlわる乾燥の害の多少の差は，あまりはっきりした形となって現われないのか，或い

は乾燥による障害が大きくて僅かの脱水で既に最大関の博容に速するというととなのか明らか
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でない。

乾燥の際の媒質として，水の他にゼラチンとブドウ糖とを使用してみた。 ζれは凍結乾燥

に際し，媒質として蛋白性物質或いは料類が有効であることから，それらの物質の脱水の状況

を知るために使ってみたのであるが，その作用機序を矢IJる為lこは，各種の濃度で，各種の物質

について更に詳しく検討する必要がある。それは今後の研究に侠つ予定であるが，とにかくゼ

ラチンも 1%くらいでは，合水準や生残不の関係は，水だけの場合と大差ない ζとが明らかと

なった。

要するに司今回の実験結果からも知られるように，特{乙細胞浮遊液などの乾燥過程の生残

Z将兵の他種々の機能的安化をしらべるj易合，試料1:j:1の部位によって，いろいろな段階のあると

とを考慮し，サンプリングと取り扱いに充分の注意を払う必要のあることを強調しておきたい。

凍結及び乾燥に伴う細胞からの脱水の機構と，その細胞の生物活性lζ及ぼす影響について

は，7js:実験の結果を基とし，更に他の結々の角度からの観察結果をおりまぜて，綜合的に考祭

を進めているので， ;!iく別[ζ報告したいと考えている。

V.結論

微生物浮遊液の凍結乾燥に於ける乾燥の機構を明らかにするために，試料を表層から深層

lζ五る三三j習に分けて，乾燥の各段階で含水率と生残率との関係をしらべて見た。試料lζは，酵

母及び大腸菌を，媒液lこは蒸溜水， 1%ゼラチン溶液及び5%ブドウ糖溶液を用いた。

その結果は次の通りであった。

1) 乾燥は表層から深吊ilc:向って進行し，凍結府が残っている限りは，その上限jからの脱

水は続いている。凍結胞に接する上厄fは，常lζ同ーの合水率を示し，その界面より速くなる程

(表層に近いほど)合水系は小さい。

凍結府がなくなった後は試料全体が均一の合水率に近づき，最後に乾燥終末点lζ達する。

2) 酵母は大腸菌にくらべて，概して合水率が低く，生残率もまた甚しく低かった。

3) 1%ゼラチン溶液での所見は， 蒸溜水のそれにほぼ等しいが， 5%ブドウ糖溶液のも

のは，かなり異なった結果を示した。

4) 大腸菌では一般に(ブドウ舶の場合を除き)含水準が低くなるに従って生残率は小さく

なったが，酵母では合水不と生残本との間にあまりはっきりした関係が認められなかった。
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Resume 

In order to investigat巴 th巴 mechanismof drying during freeze-drying of microorgan-

isms， water content and c巴11survival at thre巴 layers，the upp巴r，middle and low巴rof 

speclmen， were m巴asuredat several stages during the drying process. 

Use was mad巴 ofSaccharomyces cerevisiae and Escherichia coli as experimental mat-

erials and of distil1ed water， 1 % gelatin solution and 5% glucose solution as drying m巴dia.

Dehydr旦tiongradually proceeded from the upper surface of the frozen material to its 

bottom. While there was still some frozεn part， evaporation of water from the apparent 

dried part was going on till th巴 finalstage. of drying， showing different value in water 

content at the upper and lower layer， the latter being always higher than the former. The 

layer， just adjascent to the frozen part， descending gradually towards the bottom， indicated 

th巴 uniformperc巴ntag巴 ofwat巴rcontent at each stag巴 ofdrying. A few hours after ice 

entirely sublimed， a11 layers in the whole specimen reached the same minimum value in 

water content. That was the final point of drying. 

In water content and ce11 survival during drying， yeast cells showed， in any cas巴， lower

values than coli bacillus. In this exp巴riment，both distilled wat巴rand gelatin used as 

drying media brought about similar results， but glucose was to some extent different from 

the others. 

The relationship between water content and cell survival at each layer of the specimen 

was somewhat complicated. Wat巴rand survival of cells decreased in parallel as drying 

proceeded in coli bacillus suspension， excepting only the case of using glucose. The re-

lationship between them could not easily be estimated in yeast ce11s， because the survival 

rate of cells was extremely low even at the initial stage of drying and it was not constant. 


