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　　 Freeze・concentration −
crystallization 　of 　 L −phenylalanine 　was 　carried 　out 　 by 　applying

progressive 　freeze℃ oncentration 　 crystallization ．　 Concelltration　 effectiveness 　 was 　affected 　by

the　advance 　rate 　of　ice　front　and 　the　stirring 　rate 　at　the　ice・liquid　interface　as　expected 　by　the

concentration 　polarization　model ．　 When 　the 　 concentration 　of　L −phenylalanine　reached 　the

saturation 　concentration
，
　it　began 　to　crystallize 　proving　the　feasibility　of 　the　simultalleous

process　of 　freeze　concentration 　and 　crystallization ．　Crystals　of　L・phenylalanine　thus　obtained

were 　needle
・
shaped 　and 　easily 　separable 　from　the　concentrated 　mother 　solution ．　The 　present

皿 ethod 　see 皿 s　to　be　the　best　method 　for　purification　of　such 　thermally　unstable 　materials 　as

medicines 　and 　fbod　components ．　　　　　　　　 （Received　Sept．17，2006 ；Accepted 　Nov 　9，2006 ）

緒 言

　われ われ は こ れ まで溶液内に 1個 の 大 きな氷結晶

を成長 させ て 凍結濃縮 を行 う界面前進凍結濃縮法

（progressive　freeze
−
concentration ）L2）を提案 して

きた ．

［Key 　words ：　Progressive　freeze−concentration −

crystallization ，　 Concentration　polarization　model ，

ice　 crystals ，　 L −Phenylalanine； 界面 前進 凍結濃縮

晶析 ， 濃度 分極理 論， 氷結 晶，L 一フ ェ ニ ル ア ラ ニ

ン 】

　 こ の 方法で は，従来法で あ る ，系 内 に多数 の 氷結

晶を生成する こ と に よ り凍結濃縮を行 う方法で あ る

懸濁結晶法（suspension 　crystallization ）3）に 比 較 し

て ，シ ス テ ム の 単純化 ・コ ス ト低減化によ り凍結濃

縮法 の 適用範囲を大 き く拡大 させ る こ とが期待 され

て い る．さらに こ の 新 し い 凍結濃縮法 で は ，濃縮液

相部分 と氷結晶部分が完全 に分離 され る た め ， 濃縮

液相 内 で 同時 に 溶質 の 晶析 を行 うこ とも可能 で あ り，

こ れ によ り新 しい 低温 晶析法 として の 界面前進凍結

濃縮 晶析 が 可能 とな る ．こ の ような操作は ， 濃縮溶

液 中に氷結 晶が混在す る懸濁結晶法 で は原理 的に不
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　 　　 Fig．1．　Principles　ofcrystallization ．

　晶析法に は蒸発晶析，冷却晶析，反応 晶析 ，
圧 力

晶析，低温晶析な どが 知 られ て い る，それぞれ の 原

理 を Fig．1 に まとめ て 示す ．蒸発 晶析 は溶媒 を気化

する こ とによる飽 和度 の 変化を利用 して 晶析 す る方

法 で ，晶析法 の 代表 的手段 で あ り ， 熱 エ ネ ル ギ
ー

を

消費する O ．圧 力晶析 は圧 力 上 昇に よっ て 系 の 溶解

度を小 さくして 晶析す る もの で，必要 な熱 エ ネル ギ

ー
は比較 的小 さ い が

， 機械 エ ネル ギ
ーが 大 き い こ と

や，短時間に平衡に到達す るた め ，系内の 組成が 不

均 一に な る 傾 向 が あ る 5．6．1  ． 反応 晶析 は 反応 に よ

り粒子 を生成する操作で あるが，反応速度に よ り核

発 生や粒径分布が大き く変化する た め操作制御が複

雑で あ る T・S）． 冷却晶析は溶解度 の 温 度依存性を利

用す る 方法 で あ り単純で あ る が，熱エ ネル ギ
ー

，機

械 エ ネ ル ギ
ー

な どを多く消費す る うえ，対象物質 の

溶解度 の 温度依存性 に よ る制約 を受け る難点 があ る
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Fig．2．　 Test　　apParatus 　　f〜）r 　　progresslve
　 　 　 freeze−concentration

9．10 ）

　 こ れ に 対 し今回提案する界面前進凍結濃縮晶析法

は 低温晶析 法で あ るが ，凍結濃縮す る こ とによ っ て ，

対象物質を析出 させ る方法で あ る．こ の 方法で は操

作温度が晶析法の 中で
一

番低 く，濃縮段階で の 加熱

の 必 要 が な く，低温 の ま ま 濃縮 が で きるた め ， 熱 に

不安定な医薬品，食品な どの 濃縮 ・精製 へ の 応 用が

考え られ る．ま た 凍結 濃縮速度 の 制御 によっ て 過 飽

和度を維 持し，晶析速度を コ ン トロ
ー

ル す る こ とも

可能 で，必 要なエ ネル ギ
ー

も小 さく ， 生成 した氷 を

氷 蓄熱利用する こ と もで きる極め て ユ ニ ーク な晶 析

法 で ある．

　本研 究に お い て は L一フ ェ ニ ル ア ラニ ン を濃縮 モ

デル 物質 とし，界面前進凍結濃縮 晶析 法におけ る基

礎 的検討 を加 え る こ とを 目的 とす る ．すなわち こ の

方法 によ っ て 凍結濃縮液相 か ら溶質 の 析 出が起 こ り

うる か否か の 確認 ， また，得 られ た析出物 の 結晶形

態 と晶析操作条件 との 関連性 につ い て解析 を加 え る

こ とを 目的 とす る．一
般 に ， ア ミ ノ 酸 は合成法 ，抽

出法，また発酵法等 に よ り工 業的 に 生産 され る が，

い ずれ の 製造方法 にお い て も ， 目的物質 の 単離精製

の た めの 晶析 工 程 は，製品 の 品質に直接結び つ くた

め 最も重要な工程 の
一

つ で あ る．本研究で 用 い る レ

フ ユ ： ニ ル ア ラ ニ ン は ア ミ ノ 酸 の 中で も溶解度 が 適 当

な範囲 に あ る こ と か ら，こ れ を試料 と して 用 い る こ

と と した ．

材料 および方法

　 晶析対象試料 と し て は L一フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （関東

化 学（株），特級） をそ の ま ま室温 で 蒸留イ オ ン 交換

水 に溶解 し ， 0℃ で の 飽 和度 （1983％ g！g）
u ＞
以下 の

水溶液を調製 し，こ れ を試料 と した ． 実験 に は ，こ

れ ま で われ われ が 凍結 濃縮 を 目的 と して 用 い て きた

Fig．2 に 示 すよ うな円筒形試料 容器 底面冷却方式 の

小型界面前進凍結濃縮実験装置
12 ）

を用 い た ．本 装置

は 底 部が ス テ ン レ ス 製 の 円筒状 ア ク リル 容器 （内径

5cm，高 さ 20cm）を試料容器 と し，そ の 中に試料溶

液 を 入 れ 試料 容器 全体を冷却槽内 の 冷媒 中 に 一定速

度で徐 々 に 降下させ て ，容器底面 よ り氷結晶を成長

させ る ．試料は底面 か らの ほ ぼ
一

次元伝熱に よ り冷

却 され て 凍結 が進行 す る．また，凍結界面付近 を攪
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拌プ ロ ペ ラ で攪拌する こ とに よ っ て ，固液界面に お

け る物質移動を制御で き る構造とな っ て い る ．

　上記 装置 に よ っ て L一フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン溶液試料

100ml を入れ た 円筒状試 料容器 を 0．5cm ！h か ら

2．Ocm ！h の速度で
一15℃ （±0，5℃）に制御 され た冷媒

中に 落 と し込 む こ と に よ っ て ，容器底 面 か ら氷 結 晶

を成長 させ た．また、凍結界面近傍で の 溶液相の攪

拌は 216rpm ，370rpm ，また は 833rpm と した ．適

当な操作時間の 後，装置の 運転を止 め て ，氷相部 と

濃縮液相部を分離 し，それぞれ の 相 の L 一フ ェ ニ ル ア

ラニ ン 濃度を分光光度計 （Hitachi　1100） に よ り波

長 260nm の 吸 光度にお い て 測定 した．氷相部内の

L 一
フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 濃度は 氷融解 の 後に測定 し た ．

一
方，液相濃度測定に お い て ，濃縮溶液相内に晶析

物 が ある場 合，溶液相内 の 晶析物 を濾過分離 し，残

りの 溶液相 の 濃度を測定 した ．ま た 晶析物を含む 懸

濁液 全体の 濃度は ，サ ン プ ル に
一

定量 の 純水を加 え

て 希 釈，結晶 を溶か して か ら濃度を測定 し，希釈前

の 凍 結濃縮相 の 見か け上 の 濃度，すなわち L 一フ ェ ニ

ル ア ラニ ン 結晶 が 溶解 して い る と見な した場合の 溶

液 相 の 全濃度 を算 出 した ．

　 さ らに，濃縮液か ら分離 し た直後 の 結晶析出物 ，

さ らにそれ を室温 で 24 時間乾燥 し た もの ，お よ び

105℃ で 48 時間乾燥 した 試料 の 結晶状態を実体顕

微鏡で観察 した ．

結果お よび考察

1 ．析 出の 確認

　Fig，3 に は 1，7％L 一フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 溶液を冷媒温

度
一15℃，容器 降下速度 1cm！h，撹拌速度 833rpm の

条件 下 で凍結 濃縮晶析 を行 っ た際 の 溶液相 ， お よび

氷相 内 の L 一フ ェ ニ ル ア ラニ ン の 濃度の 推移 を示す．

氷 結晶 の 成長 に伴 い 凍結濃縮 が 進 行 しな が ら液相 の

溶質濃度は徐 々 に 増加 し て い る こ とが わ か る．凍結

濃縮 された L一フ ェ ニ ル ア ラニ ン 溶液 が 飽 和濃度 （液

相 の 温度 ，
0℃ で L98 ％） に 到達す る と，晶析 を始

め，そ の 後，液相濃度は飽和濃度を維持する こ とが

わ か っ た ．破線上 の 白丸点 は 晶析 で 生成 し た結晶 を

溶解 して い る もの と見なして 計算 し た仮想溶液相内

の 溶質全濃度値で あ る ．また，全過程に お い て，氷

相 内 の 溶質濃度は溶質 の 晶析 に関わ りな く低 い 値を

示 して お り、 氷相に取 り込 まれ る L一フ こ匚 ニ ル ア ラ ニ
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4臼 　 　 　 　5slce 　crystal 　v

ume（rnl） Fig ，3 ．　Time 　course 　in　the　p

gressive 　　丘eeze −concentrat孟on− crystall

ation 　of 　　　l、7％L − phenylalanine

solution ． ン の 割合

低いことが わかっ た ． 　 濃
縮
液 か ら 分 離 した 直

の L 一 フェニルアラ ニン 結晶はFig ． 4B に示す

うに ，針状で あり ， 液 相 か
ら
の 分 離 性 は 良 好 で あ っ

． L 一フ ェニル ア ラニ ン は， 結晶
多

形を示すこ

が 知ら れてお り ，一水和 物 結 晶 の 場 合は針 状の 結

形 態 を とるとさ れる 12 ）．した が っ て ， 本 装

で
得
られた結晶 は レフ ェニル アラ ニ ン ー水和物

晶であ る と推 察される．そ の析出結晶 を室 温 で

時間 乾 燥する と、 針状の 一水和物の微 結 晶 の集

物とな り見かけ上 粉 末状を呈 し
て
い た ． 　ま た ，

過分離した 直後 の
L

一 フ ェ ニルアラニン結 晶を脱 水

ずにオーブンで105 ℃ ， 48 時間乾 燥する と， Fig 、

に

す よ うに板状 結

と っ

．　L一フェ A 臨・0．1mmBCFig ．4．　Colnparison 　ofcrystal 　f｛〕
　 ofL −phenylalanjne（Phe ）、 　　 　A，　Comme

ial 　Phe 　ofreagent　grade； 　
　
　B，　Phe 　 just 　 after　freeze −conc

tration − crystallization ； 　　　 C，　　Phe
　
　dried　　

r 　 　 48h 　　at 　　105 °C 　　after 　　　　　freeze【conc

trat

n − crystallization ． 一 79 一 N 工工 一
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ニ ル ア ラ ニ ン の 市販試薬は，無水結晶で Fig．4A に

示すよ うな，板状結晶で ある．し た が っ て ，析出 し

た
一

水和物結晶 L ・フ ェ ニ ル ア ラニ ン は，オーブ ン で

加熱乾燥する際，無水結晶に 変化 し た もの と推察さ

れ る．L一フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン の結晶転移温度は 37℃ で

あ る こ と が 知 られ て い る 12＞ ．しか し，結晶状態 の

詳細に つ い て は 本実験の み か らは 不明 で あ り，今後

X 線回折な ど を 組 み合わ せ て 検討す る必要 が あ る，

2 ．攪拌条件の 影響

　Fig．5 は初期濃度 1．7〜1．9％ の L一フ ェ ニ ル ア ラ ニ

ン 溶液を攪拌速度 833rpm，216rpm の 2 条件 で 凍

結濃縮晶析を行 っ た時 の 結果 で ある．い ずれ の 場合

も冷媒温度は 一15℃ ，容器 降下 速度は 1，16cm ！h に固

定 して お り，従 っ て 攪拌速度 の み の 影響を比較す る

こ とが で きる．凍結濃縮に伴 う溶液相 内の L 一フ ェ ニ

ル ア ラ ニ ン 濃度 の 上 昇率 を比較す る と， 攪拌速度 が

大 き い 方が 若干 濃 度 h 昇率 が 大 きか っ た， こ れ は

Fig．5 に示す よ うに擁拌速度 が大 き い 方 が ， 氷相 に

取 り込 ま れ た L一フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 量 が 低 い こ と に

対応 して い る．

　また分離直後 の 針状結晶を観察す る と，Fig，5 に

示 した よ うに ，撹拌速度の 速い 方の 結晶の 長 さが 短

い 傾 向 に あ り，撹拌に よ る機械 的影 響 が 原 因 で あ る

と考え られた ．

3 ．容器 降下速度の影響

　 Fig．6 は 1，79 ％ の L 一フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 溶液 を冷媒

温度
一15℃，撹拌速度は 370rpm と

一
定条件で ， 容器

降下速度だけを 1．94，0，64cm ／h と変 えた場合 の 結

果 で あ る．容器 降下速度 が 遅 い 方 が，氷相内 の 溶質

L一フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 取 り込 み率 は低 く，従っ て 溶液

相内の 濃度は高 く，濃縮効率が良 い こ とがわか る．

また ， 針状結晶 の 形状に対 し て は特に容器降下 速度

による影響は 見られ なか っ た．

　界面前進凍結濃縮法 に お け る濃縮過程で の 氷相内

へ の 取 り込 み ，す なわち溶質 の 固液間分配現象に 関

して は 、 以下 に 示す 界面濃度分極理 論に基づ く次式

を用 い て 説明が 可 能 で あ る 12 ）．

　　K ＝K 〔）1［Ko ＋ （1−Ku）exp ［
−
u ！（aND 　2）｝】　　 （1）

こ こ に ，K は 溶質 の 固液間見 か け分配係数 （＝［氷相

内濃度］／【液相内濃度］） ，u は 凍結界面進行速度，　 N

は撹拌速度，a は 実験定数 で ある．　 Ko は 凍結界面

進行速度 u が無限小，また は固液界面で の 物質移動

係数 が無 限大 の ときの 固液間見 か け分配係数で 極限

分配係数 と呼ぶ ．

　式 （1） よ り，界面前進凍結濃縮法に お ける溶質

の 固液 間見 か け分配係数 K は凍結界面進行速度 u と

界面 で の 撹拌速度 N に依存す る こ とが理論的 に 示

され る D．本 実験 系におけ る 界面前進 凍結濃縮晶析

にお い て も，氷結 晶相への 溶 質 の 取 り込みは，氷結

6
葛

O

　
　 　 u　 　 　 　 lo　 　 　 　 ！「tt　 　 　 N ．　 　 　 4（．　 　 　 　 E・o　 　 　 　 co

　 　 　 　 　 lce　 crvstal 　 volume 〔m り

Fig．5．　Effect　of 　sth
’ring　rate 　at 　the 　ice　liquid　interface　on

　 　　 progressive　freeze
・
concentration

−
crystallization 　of

　 　　 L『phenylalanine．

　 　　 A ：Phe 　crystals 　formed 　at 　stirring 　rate 　of 　833rpm ．

　　　 B ：Phe　crystals 　formed　at　stirring 　rate 　of 　216rpm ．

口　　　 田　　　四　　　罫　　　4D　　 50　　 聞 　　　10

　 　 1ce　 c 「サ5tal 　 volume 　Cml｝

Fig．6．　Effect　of 　advance 　rate 　of 　ice　front　on 　progressive
　 　　 freeze・concentration −

crystallization

　 　　 of 　L−phenylalani 皿 e、
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（5）

晶成長速度 （容器 降下速度）が 小 さ い ほ ど
，

ま た 固

液界面 に お ける撹拌速度が 大き い ほ ど，低 くなる こ

と を 示 し て お り
，

こ の こ と は界面濃度分極 理論に よ

る予測と
一
致 し て い る．

結
△

冊

一一一一
口

　界面前進凍結濃縮法を応用 し て L一フ ェ ニ ル ア ラ

ニ ン の 凍結濃縮晶析を行 っ た ．L 一フ ェ ニ ル ア ラニ ン

の 凍結濃縮効果 は 界面濃度分極理 論 に 従 い ，氷結晶

生 成速度お よ び 固液界面 に お ける攪拌速度に依存 し

て 変化 した ．濃縮液中の L 一フ ェ ニ ル ア ラニ ン は 飽和

濃度 に達すると，結晶 と して 析出を開始 し，凍結濃

縮 と晶析を 同時に行 うこ とが 可能で ある こ とが 確認

され た．生成 した 結晶は針状結晶 で 濃縮母液 との 分

離性 は良好 で あ っ た ．本方式は加熱 の 必要性 が ない

た め ，熱的に 不安定 な医薬品や食品成分 の 精製法 と

して 最適な方法で ある と思われ る．

文 献

D　 Miyawaki ，0 ．，　Liu，　L ．　and 　Nakalnura，　K ，：Effective

　　 partition　constant 　of　so正ute 　between　ice　and 　liquid

　　 phases　in　progressive　freeze−concentration ，　J、　Food

　　 Sci、，63，756−758（1998）

2）　 Gu，　X ，　Suzuki，　 T　 and 　Miyawaki ，0 ．： Limiting

　　 partition　　　　coef 正icient　　　　il　　　　progressive

　 　 丘eeze −concentration ，　J．　Food 　Sci．，70，　E546−E551

　 　 （2005）

）3

）4

）5

）6

）7

）8

）9

10）

ll）

12）

Huige ，　N ，　J．　J．　and 　Ihijssen，　H ．　A．　C．：Production

of 　large　crystals 　by　continuous 　ripening 　in　a 　stirred

tank，　J．　Crystal，　GroWth，13f14，483−487 （1972）

松 岡正邦 ：融液 晶析
一一

精製晶析 ，化学 工 学，55，

287 −293 （1991）

安 田稔 ； 圧力晶析法 に よ る パ ラ ク レ ゾー
ル の 製

造 ， 化学 工 学 ，
55，290−294 （1991）

守時正 人 ： 短サイ ク ル の 圧力晶析 法 （新プ ロ セ

ス の 開発
・
操作 シ リ

ーズー1−）， ケ ミカル エ ン ジ

ニ ヤ リン グ ，
25，　63−66 （1980）

Garside，　J．：Industrial　crystallization 丘om 　solution ，

Cheln、　Eng ．　Sci．，40，3−26 （1985）

柘植 秀樹 ： 反応 晶析 ，　 「最近 の 化 学 工 学 43 晶

析 」 ， 化 学 工 学会 　編 ， 化学 工 業社 ， 東 京 ， p．40

（1991）

Yu，　 K ．　 M ．　 and 　 Douglas，　 J，　 M ： Self−generated
oscillations 　in　continuous 　crystallizers ，　Part　I．

Analytical　 prediction　of 　 the　oscillati 皿 g　output ，

AIChE 　J．，21，917−924 （1975）

安田　稔 ： 圧 力晶析 と冷却晶析，「最近 の 化学

工 学 43 晶析 」， 化学 工 学会　編 ， 化学 工 業社，

東京，p，148 （1991）

須 田　正 己 ：フ ェ ニ ル アラ ニ ン 及びチ ロ シ ン の

化学，「ア ミ ノ 酸 シ リ
ーズ　第 9 集」，ア ミ ノ 酸

シ リ
ーズ 編集委員会　編，世界保健通信社 ， 大

阪，p．24 （1968）

川喜田 哲哉 ：食品産業に お ける こ れ か らの 晶

析技術，バ イ オ サ イ エ ン ス と イ ン ダス ト リ
ー

，

54．31−35　（1996）

一81一

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


