
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

1980年 第6 号 酵母め凍桔障害 415

〔醗酵工学　第58巻　第 6号　415−42L　 1980〕

食塩水の共晶生成と酵母 の 凍結障害
＊
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　 　 The 　 eff   t　 of 　fo：mation 　 of 　a 　eutectic 　mixture 　of　NaCI　and 　H3000 　the　freeze−thaw
damage 　 of 　5σ6‘肋 厂o泌 丿‘θ5 ‘erevisiae 　 suspended 　 in　 NaCl　 was 　studied 、　The 　survival

rate 　of 　the　yeast　d  reased 　 lnarkedly ，　 when 　 the　 suspe ロsion 　 was 　 frozen　to　the　tem ・

perature　 of 　the　formation 　of 　the　 eutectic 　 mixture ．　Freezing　to　temperatures 　above

the 　 eutectic 　point　hardly　 affected 　the　 survival 　rate 　of　the　yeast　in　NaCI　at　 concent ・

rations 　 of 　O．　l　to　 4　M ．　 The 　 maximal 　 death   curfed 　 just　 before　 the　 colnpletion 　of

for皿 ation 　of　the　 eutectic 　 mixture ．　 KCL 　disodiu皿 succinate 　 alld 　L−alanine 　 showed

the　same 　eff  t　as　NaCI 　on 　the 　ffeeze−thaw 　damage 　of 　tlle　yeast．　On 　the　other 　hand ，
for皿 ation 　of　eute 鴫tic　mixture 　did　not 　damage 　the 　halotolerant　yeast 　Saccharom アces

ro 麗∬ tt．

　微生物の 凍結融解 に 伴 う死滅 に 関 して は Mazur ，v

森地 ，

s〕
石田 ，

Ij
僧都 ，

4，　 MerymanS ｝
の 総説があり，

蒸留水中で の 死滅 は，菌体内氷結とそ の 成長に よ る細

胞組織の 破壊，菌体外氷結 に よ る菌体か らの 溶出物質

の濃縮，脱水に伴うス ト レ ス な どが要因とな っ て 引き

起 こ され る こ とが 知 られ て い る．細胞懸濁液中 に種 々

の化合物が含まれ て い る場合に は，化合物の 種類に よ

り凍結障害に対す る保護作用ある い は促進作用が そ れ

ぞ れ 考 え られ ， 死滅原因は よ り複雑とな る．

　食塩 に よ る微生物 の 凍結障害に つ い て は ， 障害を促

進 させ る とす る もの ，

e・T｝ 酵母 に つ い て は障害に 対 し保

護的に 働 くとする もの
t・e） な ど凍結条件に もよ る が評

価は
一

定で ない ・共晶生成と細胞障害につ い て は ， 動

物細胞 で は ウ ニ の 卵が 共晶点で 細胞障害 を起 こ すと

の 報告
t｝

が 見 られ る が ， 微生物 に 関 して は ， 無関係 で

あ る とす る Mazur の 報告
1・S」 以外 に は 全 く見 られ な

い ．

　本報 に おい て は ， 食塩水等で の 酵母 の 凍結障害 に つ

い て ， 食塩と水 とが 混合状態 で晶出す る ， い わゆ る共

晶 の 生成を中心として 検討 した の で 報告する．

＊ 酵母の凍結障害に関する研究 （第1 報）

実　 験 　 方 　 法

　供試菌株 お よ び 菌体懸濁液の 調 製　　Saccharomy・

ees 　eerevisiae 　IAM 　4274 （東京大学 応用微生物研究

所より分譲） の 培養は麦芽汁培地 10ml に 前培養液を

10 μ1 （約 3 × 105　 cells ）接種 し，30℃ で 24時間培養

した 定常期 の 菌体を 用い た・SaccharomPtees　 roscxii

IAM 　4962 （同研究所 よ り分譲）は 5 ％食塩添加同培

地 10m1 に前培養液 を 10μ1 （約 6 × 104　ce 夏ls）接種し，

30℃ で 96時間培養し た定常期の 菌体を用い た・

　培養後 5，000　rpm ，5分間遠心分離して得 た 菌体を

滅菌水で 3 回洗浄後，目的とす る 化合物 の 溶液 に S．

cerevisiae は約3 × loe　cells／ml ，
　 S．　rouxii は約 6 ×

10s　cells ／ml とな る ように 懸濁 し， そ の 2 また は 7m 亘

を 15× 100mm の プ ラ ス チ ヅ ク試験管に 入れ，被凍結

試料とした。な お本実験 は 特に 断 らない 限 り S．cere ・

visiae を用 い て 行 っ た．

　凍結 ・融解方法 お よ び温 度曲線の 測定　　凍結は，

温度を調節 した冷凍庫 に 試験管 の まま ， または試験管

を後述 の 凍結融解装置 に セ ッ ト した状態で 入れ ， 任意

の 凍結速度 を設定 で きる よ うに した．試料の 湿度は

lmm φの 白金測温体を試料中心部 に挿入 して 測定し，
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Fig。1．　 Apparatus　for　cooling 　 and 　thawing ．

温度変化を レ コ ーダーに 同時記録した．融解は，30℃

の ふ 卵器ま た は Fig．1 の 凍結融解装置 を用い て行 っ

た・こ の 装 置 で は 任意 の 凍結時期を選ん で 加温す る こ

と が で き，ま た ス ラ イ ダ ッ クで 任意 の 融解速度を設定

で き る よ うに した■ な お ， 氷結点以下で の 最大温度勾

配 を 凍 結速度 ま た は融解速度 と し ， 通常 は 凍結速度

1℃／min ， 融解速度 3℃／min で 実験を行 っ た・

　共晶生成串 の 測定　　異な っ た濃度の 食塩水を凍結 ，

融解 した際 の 経時的変化を Fig．2 に示し た・食塩水

を冷却す ると 0℃ 以下で 水が凍結 し始め るた め に温度

降下が ゆ る や か に な り温度曲線に 台地状の 部分が 現 れ

る． さらに 冷却を続け る と，− 21．6℃ 以下 の 過冷却

状態 で食塩と水 との 共晶が生 じるため に 温度降下が止

ま り再 び 台地 状 の 部分が 現 れ る．共晶 の 生成 が終わ る

と温度が 降下 し ， や が て 冷凍庫 の 温度 に 到 達 す る．融

解す る場合 は ， ヒーターで 温度を上げる と 一20℃ 近

辺 で 共晶が 溶 け 台地状 の 部分を形成す る・こ の 台地状

の 部分の 長さは 共晶の 生成量に 応 じて 変化する・Fig ．

3 は異な っ た 濃度の食塩水 を凍結 させ た時 ， 食塩初濃

度 と生成した 共晶の 融解に 必要 な時間との 関係を表し
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Fig，2．　Change 　 of　 temperature 　during　cooling

　　 and 　thawing 　of 　NaCl 　 solution ．

　　NaCl 　 solution （7　m1 ） in　 concent τations 　 of

　　OM （一 ）， 0．3M （……），1M （一一一一， 2M

　　（
一一

→ or　4　M （一 一） was 　cooled 　to − 50℃ in

　　the　apParatus 　and 　then 　heated　by 　2　W 　heater・

たもの で ， 直線的な比例関係 を示 して い る・こ の こ と

は，共晶が NaC1 初濃度 に 比例 して 生成す る はず で あ

るの で ， 共晶 の 量 と一定容量 の ヒーターで の 加熱融解

時間が比例す る こ とを示して い る・従 っ て ， 共晶の生

成途中で ヒーターを入れて 共晶生成量 を 調節した場合

に は，共晶生成直前を 0％ ， 共晶生成完了時を 10D％

と して 融解時間を測定す る こ とに よ り，そ の 時の共晶
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Fig．3．　Relation　between　the　concentration 　 of

　　NaCl　solution 　and 　the　required 　 melting 　time

　 　 for　tlle　eutectic 　mixture ．
　 　 Whe ロ 7　ml 　 of 　NaCl　 solution 　in　concentrations
　　of　 1，20r 　4　M 　 was 　cooled 　 to − 50℃ in　the

　　 apParatus ，　 the　 eut   tic　 mixture 　 was 　formed

　　in　proportion 　to　 the　concentration 　 of　 NaCL

　　 Then　the　eutectic 　mixture 　in　the　frozen

　　 solution 　was 　thawed 　by 　2　W 　heater　to　measure

　　the　required 　 melti 皿 g　time．
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生成率を逆算す る こ とがで きる・共晶生成率は具体的

に は 次 の もの を 表す．

　（共晶点到達時よ りの 氷晶と塩結晶生成潜熱）／（共晶

点到達時 よ り完全共晶生成 に必要 な 氷晶 と塩結晶生成

潜熱）× 100

　生菌数 の 測 定　　凍結融解処理前後の 生菌数は，S ．

cerevisiae
『
は 麦芽 抽出物培地 を ，

　 S．　rouxii は 5 ％ 食

塩添加同培地を用 い ， 希釈平板培養法で ， 30℃ ，
72時

間培養後計数 した．

直接的 な死滅は共晶点 よ り低い 温度で 大きくな っ て い

る・死 滅機樽 は そ れ ぞ れ 異 な る もの と思 わ れ る が，こ

れらの 凍結障害が食塩水の 共晶点と関連があるこ とを

示唆 して い る．

　共晶 の 生成 と凍結障害　　共晶点前後で の 死滅を詳

細に 検討する ため に，1M 食塩水 に 懸濁した 菌体を

共晶点前後で 加熱融解 し，そ の 結果 を Fig．5 に 示 し

た・共晶 の 生成直前で 加熱融解 した場合に は生存率が

46％ で あり， 共晶生成直後 に 加熱融解 した場合 に は生

実　験　結　果

　凍結障害に対す る凍結温 度 の影 響　　0．9％ 食塩水

に懸濁した菌体を 0℃ か ら 一70℃ まで の 各温度で 凍

結し ， そ れ ぞ れの 温度で貯蔵し，

一定時間後 30℃ の

ふ 卵器中で 融解 した．そ の 生存率 の 経時変化 に つ い て

検討 した 結果を Fig ．4 に 示 し た ・凍結融解に よ る 直

接的 な死滅 は 各曲線を 0 日 目に挿入 した点 で あ る と考

えられ る．こ れ らの 死滅 は 凍結温度 の 低下 に 伴 っ て 大

き くな り，特に 一2G℃ か ら 一30℃ に か けて 変化が 顕

著で あるが ，− 30℃ 以下 で は一定と な る こ と が 明 らか

とな っ た ．凍結下に お け る貯蔵 日数 の 延艮 に よ る死滅

は曲線の 勾配 に よ っ て示され，− 20℃ まで は温度 の 低

下 と共に大 き くな るが ，

− 30℃ で は 逆 に小 さ くな り，

そ れ以下 の 温度に お い て も同
一曲線とな っ た ・以上 を

食塩水 の 共晶点 との 関連 で 見れ ば ， 貯蔵 に よ る 死滅は

共晶点より高 い 温度で 大 きく， 逆 に ， 凍結融解に よる
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Fig ．4．　Survival　 of 　S．　 cerevisiae 　 as 　functions　 of

　 　 storage 　time　 aEd 　temperature ，

　　CeUs　of 　 S．‘θ厂砌 耐 4θ　were 　suspended 　in

　 　 O．9 ％ NaCl 　and 　 cooled 　in　the　freezer　held　at

　　O℃ （  ），− 10℃ （●），− 20℃ （●），− 30℃ （●），
　　

− 40℃ （○） o【
− 70℃ （口）．After　 each 　 inter・

　　va1 ，　the　 suspension 　 was 　thawed 　 at 　30℃ and

　 　 the 　 nllmber 　 of 　 surviving 　cells 　 was 　 counted ．
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Fig．5．　Effect　of 　cooling 　on 　viability 　of 　S．

　　 cerevisiae 　in　1　M 　NaC1．
　 　 The 　cell　 suspension 　 of 　S．　cerevisiae 　in　1　M

　　NaCI 　was 　cooled 　to 　indicated　temperatllre 　in
　　the　apparatus 　and 　thawed 　at　the　ti皿 e　shown

　　with 　 arrow 　 by　 the　 heater．　 The 　 figures　 in
　　parentheses　indicate　viability 　（％ ）．
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Fig，6．　Survival　of　S．　cerevts ：ae 　as　 fun砿 ions　of
　　NaC1 ◎oncentration 　and 　cooling 　temperature ，

　　The 　cell 　suspension 　of 　S．　cerevtstae 　in　various
　 　 co ロ centrations 　 of 　NaCl 　 was 　cooled 　in　the

　　apparatus 　to　the　indicated　tempelatufe ，　then

　　thawed 　 by　 the　 heater，　 and 　 the　 number 　 of

　　 suwiving 　cells 　 was 　counted ．

　　○ ：The 　 cell 　 suspension 　 was ◎ Doled 　 slightly

　　below　the　eutectic 　tempefature （about
−32℃ ）；

　　● ： slightly 　above 　the　eutectic 　te皿 perature

　　（about
−26℃ ）； ● ： storaged 　 at 　5℃ for　2　hr．
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存率が 0．39％ ， さら1ζ低温 に 冷却 した場合に は 0・36

％ で あ っ た．すなわち ， 共晶 の 生成前後に お い て は

1／100以 下 と い う著し い 生存率 の 低下 が み られ，共晶

の 生成と菌の 死滅 の 間に は 密接 な 関係がある こ とが判

明 した．

　Fig・6 は菌体を懸濁す る食塩濃度を変化させ て 共晶

生成前後 の 生存率を検討 した 結果で ある．共晶生成直

後 お よ び 直前で 融解 した 場合な らびに ブ ラ ン クとして

食塩水と接触後 5 ℃ で 2時間放置 した 場合を示した．

や は り，共晶生成直前まで の 濃縮過程で の死滅は少な

く，共晶の 生 成 に よ り生存率 は大幅に 低下 した ．ま た，

共晶生成直前に 融解した もの は ， 0．1〜4M まで の 濃

度差が あ っ て も凍結す る こ と に よ っ て 濃縮 され ， 共晶

生成直前で は飽 和 食塩 水 の 濃度 に達 して 菌体と接触す

る ため か ， い ず れ の 濃度に お い て もほ とん ど同じ程度

の 障害が見 られ た．

　次 に ， 菌体 を懸濁 した 食塩水を 共晶生成 直前の 状

態 （
− 21℃ ）お よ び 共晶生成完了直後 の 状態 （

− 24℃ ）

に そ れ ぞ れ 保ち，菌体が 濃厚食塩水と 接触する状態

（− 21℃ ）およ び 接触 しな い 状態 （
− 24℃ ）で の 貯蔵時

間の 延長 に よ る影響 に つ い て 調 べ た結果を Fig．7 に

示 した．そ の 結果，菌体 と濃厚食塩水 との 接触時間が

長 くな るに 従 っ て 生存率が 低下 したが ， そ の 割合 は

2時間の接触に よ り 1／4程度のゆ るや か な もの で あ っ

た ・ま た 本実験 に お い て ，共 晶 生 成融解時 の 菌体 と濃

厚食塩水 と の 接触時間は 30分以内で あ る と考え られ る・

従 っ て ， 1／100以下 とい う著しい 菌体の 死滅率は ， 濃

厚食塩水との 接触と直接関連 は な い と い え る．
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　凛結障害 に 対する共晶 の 生成率 の 影響　　共晶の 生

成途中で ヒーターを入れ ， 共晶生成量を調節 し， 生存

率 との 関係 を 求め たの が Fig．8 で あ る ．共晶生成初

期に 生存率は 10％ 前後に 減少す るが ，そ の 後横ばい

とな り， 共晶生成が完了する直前に 急激に減少する こ
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pFig ． 7．　Survival 　of　 S．　 cerevisiae 　as　 functions

of 　　storage 　time 　and 　oooling　temperat
e ・ 　　The 　cell 　suspension 　in 　l 　M　NaCI 　 was 　

pt 　　at 　5℃

（e）， −21 ℃（ ● ）and −24℃（ ○）．　 A

er 　　each 　interval ，　the 　suspension 　was 　 thawe

@by 　　the 　 heate 【and　 the 　number　of 　surviving 　

lls 　 　was 　cou

ed ． 0 　　　　　　　　50 　　 　　　

　 100 　Amoun 世of 　eu奮 oo層c 　ml 翼「u

o　l％， Fig．8 ．　Effect 　 of 　amount 　of 　e1ユtectic 　mix

re 　on 　　the　via

lity ． 　　The　 cell 　suspension 　i皿 1MNaCl 　was
cooled 　　i 皿 the 　 apparatus 　for 　various　

times

at −50℃， 　　then 　heated ． 　The　amount 　of　eutecti
@mixture 　　formed 　 was　determilled 　by 　 mea

ring 　the 　　 required 　mel

ng　
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・Thow　CyctesF 三9．9．　Effect　of 　rePetitieロ　 of　

eeze − thawing 　　on　the 　viability　 of 　S ．‘erevisia

@in 　l　M　NaCl ・ 　　The　 cel 正suspension　of　S ．　ce

visiae　in 　l　MNaCI 　was　cooled　in　the 　ap
ratus 　at− 50℃ ． When 　the 　fo皿ation　of　eutec

c　 mixture 　wascompleted ，　the　frozen 　suspen

on 　was　thawed
y 　the 　heater ・ When　euteCtic 　 mixture 　

ly （○ ）or　1 》othe ロt   tic　mixture　and　ice　
ysta1 　（●）　hadmelted ，　 the 　cell 　suspension 　wa

@cooled 　again ． This 　 freezing 　and 　 th

ing 　pr   ess 　wasrepeate

@up 　to 　 3 　 times ． N 工 工 一
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とが明らか とな っ た．

，共 晶 の融 解 ・再 結 晶 の繰 り返 し に よ る 凍結 障 害

菌体を懸濁した食塩水を冷却して い くと氷の結晶が生

じ ， さ らに 低温 に 冷却す る とや がて 共晶が 生成し，こ

の 時点 で 菌の 急激 な 死滅 が 起 こ る こ とが 以 上 の 実 験結

果 よ り明らかとな っ た．そ こ で こ の 共晶の 生成 ・融解

を繰 り返 した 場 合 の 生 存率 の 変化 につ い て 検討 し た

（Fig．9）。共晶の 融解後 ヒ ーターを切り飽和塩溶液か

ら再度共晶を 生成させ ，さ らに この操作を繰 り返 し た

場合 に は ，生存率 の 変化 は ほ とん ど見 られ な か っ た．

こ れ に 反 して ， 共晶の 融解後さ らに 加熱を続け氷を溶

かして 完全 に液化 した後再 び 冷却し共晶を生 じ させ た

場合 に は，生存率 は 明らか に 減少 し た．
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Fig．10．　 Effect　of 　cooHng 　oロ　v 飴biHty　of 　S．

　　cerevisiae 　in　several 　other 　co！npounds ．

　　 The 　 cell 　 suspensio 皿 of 　S。　 cerevtsrae 　in　1　M

　　KC 且 （A ），0．5Mdisodium 　 succi 皿 ate （B ） or

　　 lM レ alanine （C） was 　 cooled 　in　the　appara ・

　　tlls　 to　 the　 indicated　 temperature 　 in − 50℃

　　freezer，　 then 　thawed 　 by　the　heater．　 The
　　 figures　in　parentheses 　indicate　viability （％ ）．

　種 々 の 化合物 の 共晶生成に よる凍結障害　　食塩以

外 の 化合物 を 共存 させ た 場合 に も，菌体 の 死滅 と共晶

生成との 間に関連性が 見られ る か ど うか を検討した・

Fig．10 （A ）は 塩化カ リウ ム 溶液に 菌体を 懸濁し凍結

融 解を 行 っ た 結果 で あ る．共晶生 成 直前 に 融解す る

と生存率 54％ で あり， 直後が 11％ ， さらに 低温 に 凍

結 した 場合 7．4％ と な り，共晶生成前後で 生存率 は 約

1／5 に減少した．（B ）は コ ハ ク酸2 ナ ト リウ ム に つ い

て，（C ） は ア ラニ ン につ い て示した もの で あ り ， や

は り共晶生 成 の 前 後 で 生 存 率は 減少 して い る．逆 に ，

共晶の 生成が 必ず しも死滅を 伴わ な い 例と して Fig．

11 の 塩化 カ ル シ ウ ム があ っ た・ こ れ は 過冷却状態の
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Fig．11．　Effect　of 　coo 董ing　on 　viability 　of 　S．
　 　 cerevisiae 　 in　 CaC12．
　　 The 　 cell 　 suspension 　of　S．　eerevisiae 　in　CaCl2
　　 was 　 cooled 　 to　 the　indicated　 tempetature 　 in
　　 an 　 alcohol 　bath　 held　 at

− 80℃ ，
　 transferred

　　immediately 　 to　 the　 apparatus ，　 then 　 thawed

　　by　the 　heater．　The 　figuτes 　in　parentheses

　　indicate　viability 　（％ ）．
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Fig，12．　Effect　of 　oDoling 　on 　viabi 玉ity　of 　S．
　 　 rouxii 　in　1　 M 　NaCl ．

　　The 　oell　suspension 　of 　S．　 rouxii 　 in　l　M 　NaCl

　　 was 　cooled 　to　the 　indicated　temperature 　 in

　　 the　apparatus ，
　then　t血awed 　by　the 　heater。　The

　　figures　in　parentheses　indicate　viability （％）．
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一70℃ 付近 で共晶を 生成す るが 、 そ れ ICよ る生存率 の

減少 は全 く見 られ な か っ た・

　S．rouxii の 食塩水中で の 凍結障害　　食塩水中に

おけ る凍結障害が耐塩性酵母 に 対 して も同様に 見られ

る か ど うか を調べ る た め IC　S．　 rouxii を用 い て 検討 し

た．そ の 結果，Fig．12 に 示すとおり， 共晶生成前後

に お け る生存率の 減少 は ほ とん ど見 られ な か っ た・

考 察

　食塩水中で の S．cerevisiae の 凍結障害 に つ い て 検

討した結果 ， 生存率は共晶 の 生成前後 に お い て 著 し く

減少する こ とが明らかとな っ た．こ の 共晶生成時の 微

生物の 死滅現象につ い て は，死滅と関連が な い とす る

Mazur の報告L8；を除くと直接的に言及 した 報告は全

く見られ な い．一方動物細胞に つ い て は，ウ ニ の 卵，9｝

ポ プ ラ ハ バ チ の 幼虫
10｝ が共晶生 成 に よ り障害を 受 け

る こ とが 報告さ れ て い る．ウ ニ の卵 に つ いて は KCI

の 結晶の 成長が細胞表層に 達した時，細胞内が瞬間的

に 凍結す る とい うもの で ， 細胞の 種類 ， 構造 ， 大 き さ

等 に 大きな隔たりは あ るが ， S．　 cerevisiae に お い て

も同様の 現象が 起 こ っ て い る 可能性もあ る．し か し，

ポ プ ラ ハ バ チ の 場合は ， 濃縮 された細胞間液の 潤活作

用が共晶生成 に より失われ ， そ の 結果多細胞生物で あ

る ポ プ ラハ バ チ の 細胞組織が 温度低下に よ る ひ ず み で

破壊 され る とい うもの で ，単細胞生物で ある酵母 の 場

合 に は 該当しな い ．

　 S．cerevisiae を 懸濁 し た 1M の 食塩水 を 約 1 ℃ ／

min で冷却して い くと ， まず 一3℃ 近辺で 水が 氷結

し始め るが ，こ の 時点で は菌の 死滅 は ほ とん ど起 こ ら

な か っ た・続 い て 温度降下 に 伴 っ て 溶液 の 濃縮化が 進

む と ， 菌体は こ の 飽和食塩水の直前に まで濃縮さ れ た

溶液と接触す る こ とに よ り死滅す るが，ま だ大き な も

の で は な か っ た （Fig．6，7）．や が て 飽 和 食 塩 水 の 濃

度に まで 冷却 さ れ る と ， 食壇 と水と の 共晶が析出 し始

め た．菌 の 死滅が急激 に 生ず る の は ， こ の 共晶生成 の

前後 で あ っ た （Fig．5）．共晶生成 の 完了直前に 死滅が

著 しい こ と （Fig．8） は ， そ の 時期 に 溶液系に 生 じる

変化が 何 らか の 形で 菌体 に 強 い 作用を及 ぽ す こ とを 示

唆す る・ すなわち ， 食塩が 共晶を 作 る の に 2．5〜 2．7

倍 の 水を必要 とし， しかも共晶生成後 に は不凍水はな

くな る と い う報告
11J

か らも，菌体 の 懸濁液が 完全 に 固

化す る時 の 物理的破壊，共晶の 成艮 に よ る 膜の 損傷 ，

あ るい は共晶の 生成完了直前に おい て の 食塩水の 異常

濃縮や 菌体か らの 強 い 脱水作用 な どが考え られ る・

共晶完結後 の 死滅が 食塩初濃度 に よ っ て か わ る （Fig．

6）理由と して は ， 食塩初濃度が高くな る と 共晶の生

成量 も多くな るの で ， 菌体が受け る作用 も強くな るた

め と思 わ れ る．耐塩性酵母で あ る S．7 伽 班 が 共晶生

成に よ り ほ と ん ど死滅 し ない （Fig．12） の は ， こ の

強い 作用に 対 して 耐塩機構が機能して い る た めと考え

られ る．共晶の 飽和塩溶液へ の 融解 （共晶点温度域で

の 融解）・再結晶を繰 り返 して も， 新た な 死滅が ほ と

ん ど生 じ な い と い う結果 （Fig．9） は ，必ず し も共晶

の 生成 ・融解 に よ る菌の 死滅 を否定す る もの で は ない ・

すな わち，共晶融解後生 じた飽和食塩水は 浸透圧の低

下 を 伴わ ず に た だ ち に 再度共晶を 生成す るた め菌体が

新 しい 障害を受けに くい こ とや ， 共晶生成 に よ っ て 生

じた 障害が融解 に 伴 う浸透圧の 低下 に よ っ て 拡大 され

死を引き起 こ す こ とな どが考え られ る ．共晶生成 の 前

後 に おい て 生存率が減少す る化合物 として は， 食塩 の

他に ，塩化 カ リウ ム ，
コ ハ ク酸 2 ナ ト リウ ム，ア ラニ

ン な どが あ っ たが ，塩化 カ ル シ ウ ム は生存率の 変化が

ほ とん ど見 られ な か っ た （Fig ．10，11）．こ れ は化含

物に よ っ て共晶 の 生成融解が か な らずしも致死的作用

を伴うと は限 らな い こ とを示す と共に ，致死的作用の

発現に は共晶の 生成融解速度，物理的状態，生成場所

等種々 の 条件が存在す る こ と も考え られ る．

　今後 ， 共晶生成に よ る死滅機構や凍結保護剤との 関

連性を詳細 に 検討す る こ とに よ り， 凍結 に よ る効果的

な 殺菌法あ る い は 凍結を利用 した微生物の 保存法に と

っ て ， 有意義な 知見が得 られ る もの と期待さ れ る．

要 約

　食塩等の溶液中 で の 酵母 の凍結障害に つ い て ， 食塩

と水 とが 混合状態 で 晶出す る，い わゆ る共晶の 生成を

中 心 と して 検討 した．そ の 結果，1）S．‘θノθッ弼 仰 の

生存率は共晶生成 の前後で 著 しく減少 した． 2）共晶

生成直前 まで の 濃縮過程で の 死滅は少な く， か つ ，

0．1〜4M の 濃度差 が あ っ て も濃縮に よ る 死 滅 効果は

ほ とん ど
一

定 とな っ た． 3）共晶生成に よ る死滅 は共

晶生成完了直前に 著し く生 じた一．4） 共晶生成 の 前後

に お い て 生存率が 減少す る化合物と して は，食塩 の 他

に ， 塩［化 カ リウ ム
，

コ ハ ク 酸 2 ナ ト リウ ム
， ア ラ ニ ン

な どがあ っ た・ 5）耐塩性を有す る s ．rouxii は共晶

生成前後 に お ける生存率の 低下 が ほ とん ど見 られ な か

っ た．
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　終 わ りに の ぞみ ，ご 指 導賜 りました 京都大学 農学部 山田秀明教

授，谷 吉樹 助教 授に深 謝い た します．な お ，本 報告 の 要旨は 昭和M

年 日本 醗酵 工学 会大会 に お い て 発表 した ．
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