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　あら寒し　酵母菌の増殖・発酵に伴う培養液のインピーダソスは腸内細菌などとは異なり，pHが滅少するにも

かかわらず増繍の傾向を示す。本研究では，まずこの主な原因は薩体自身の存在が電流を運ぶキャリヤの運動を妨

げているためであることを明らかにした．一方，菌増殖を伴わない発薄過程におけるイソピーダソスは逆に滅少する

ことを確かめ，この窪な原嗣はグルコースがエタノールに変換されることによるものであり，イソピーダンス減少

量は発醒エタノール熱との間に強い縮溺があることを示した．

1．ま　え　が　き

　従来，微生物の増殖をモニタする方法の一つとして

培養液のインピーダンス計測が行われており，多くの

場合微生物の増殖に痒い，その酸性代謝物の増加によ

り溶液の抵抗分丑が減少することや，電極褒面に付着

する分子の変化により容量分X。が増禰することが知

られている紺。いずれも溶液のインピーダンスを減少

させる効果を持つが，通常Rの変化よりX，の変化が

顕著である，しかしXじは電極表面の状態に大きく左

右されるため，通電電極を測定電極とする2電極法で

は計測されるイγピーダンスの再現性が悪い．そこで

我々は細菌の発育をモニタする方法として，定電流の

条件下での屡電極計測法を提案し，培養液のインピー

ダンスが純抵抗性として計測され，その変化が再規性

良く連続モニタできることを示してぎた｛2囎．

　ところで酵母菌の増殖・発酵に伴うインピーダンス

変化は，通常の徴生物の場合と異なり増加する場合が

あることがCadyにより報告されている（D。しかも，

その変化が培養液中のグルコース濃度により増燦した

り，減少したりするという興味ある結果が示されてい

る．我々はこのような振舞いは，2電極法が用いられ

ていることから，電極表薗の変化と培養液申の変化と

いう質の異なる現象が混在することに起園するのでは

ないかと考え，提案してきた4電極法を用いた研究を

行って来た．その結果，培養液のグルコース濃度によ

らずすべての場合について，酵母函の増殖・発酵に伴

い培養液のp｝1は減少するにもかかわらず培養液のイ

ンピー一ダンス（純抵抗性）が増簾することを確認し，

先に報皆した鱒．またその中で，インピーダンス変化

の立ち上がりとエタノール発酵の始まる縛期がほ1ま一

致していることや，インピーダンス増加の飽和値（20

時間後の変化醗）と発酵諜タノール蹴との絹関が強い

ことを示した．しかし，計瀾されるインピーダソス変

化のばらつきが比較的大きく，その再現性も不十分で

あった．そこで本報儀では，従来用いてきたステンレ

ス・スチール（SS）線電極に変えて，より信頼性の

高い白金線電犠を使期しデータの蓄積を行うとともに，

インピーダンスの増加の原闘やインピーダンス変化と

発酵エタノール量の蘭係を明らかにするため，種々の

条件下で発酵を行わせ，その発酵過程におけるpHお

よび濁度の変化を同蒔に計測した．
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2実験方法
実験で使用したシステムのブロック騒を図1に示す
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　　　図1　実験システムのブロック図

Fig．1　T短e　block　diagram　of　the　experi！ne漁ta！

　　　system，

el就trQ（免

PD口

　　　　　　　　stirrir】g　rod

　函2　培養セルおよび釜セソサの瀧澱

Fig．2　　Cultivaもion　ceヨ1s　aτ1〔玉　a箋↑rangemeat

　　　of　sens◎rs。

培養箱内にはインピーダンス，濁度，p琵の各センサ

があり，それらのデータは増福器，AD変換器等の電

子灘路を通してマイクロコンピュータにより同時計測

され適宜処理される．また培養箱内は濃度コントロー

ラで30±0．5°C一定に保たれている、麟2では培養

セル，インピーダンス測定用電極，濁度センサ，PH

電極のそれぞれの形状，配置を示している．インピー

ダンスは図に示すように4電極法で測定する．発振器

から1kHZ，4V町pの電圧を定電流鰯路を運して外

側の電極にかけ内側の電極の電位差を測定することに

よリインピーダンスを計測した．このとき電流はα14

mA一定である．電極は従来罵いていたSS線のかわ

りに0．7組mφ　の白金線を使用した．4電極法を罵い

ることで，電極表面の電気二重層の影響をほとんど受

けず溶液忠体のインピーダンス（純抵抗性）が測定で

きることや，使用電概の材質にはあまり左右されない

ことを先に報告しているガ2㌧その後のデータ蓄脚こ

より白金，金，SSの中では自金が最もよい再麗性を

示すことを確認している．濁慶は発光ダイオージから

の光を透過させ，その透過光をフォトダイオージで光

電変換して測定した．濁度は良く知られているように，

液申の菌量（臨藩数＊薩体の体積）を反映している．

P玉運は既製のPHメータ（TOA臨del｝玉M－6a　GS

－ 195C）で潴定を行つた．実験ではセルは二つ用意

され，一方にインピーダンスおよび濁度，もう一方は

pHのみを同じ条件下で岡時計測するようにしている．

またセル内にはかくはん榛を入れ培養中常にかくはん

した．

　実験で使馬した菌はSaccharo搬yces　cerevisiae

で主な培養液はGlucose，　Pepton，￥ea＄t　8xtract

などを含むGPY8液である．　GP￥E液の成分の詳細

は褒1に示した．実験では菌を一夜培養（20蒔間〉

した溶液を設定したい初期菌数の濃度に庸釈し，その

液から15芝想を培養セルに入れ測定を行った。測定は

セル内の澱渡がほぼ平衡状態になった後（30分後）

に開始され，インピーダンス，濁度，pB変化を十分

ごとに20時間連続的に計測した．

3　　　糸吉桑および言義震禽

　3議　増殖・発醒に伴うインピーダンス，濁度，降鋪

　　　　の変化

　図3に接種菌濃度を飽和菌濃度のUlOOとして，

酵母薦の増殖・発酵に伴う各搬の変化を澗定した結果

を示す．翻にプPットしてある発酵エタノール量は，

同じ条件下で培養した液から蒸留・比重法により定量

したものである．このときのGPY醸中のグルロース

濃度は50g月である．劉は培養液のインピーダンス

がp無が減少しているにもかかわらず増加しているこ

とを示している。なお，このときのインピーダンスは

増殖・発醒の過程を通して純抵抗性であることを確認

している．前述の通り通常の微生物のインピーダンス
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は，その酸性代謝物の影響により減少することが知ら

れており，この結果はそれと栢反している．ここで，

インピーダンス変化のピークまでの麟線と濁度の変化

繭線との間には強い正の梢関が見られることから，イ

ンピーダンス増加は濁度増加すなわち蕾景増加に関係

があることがまず考えられる．先の報膏では〔4｝，今囲

の結果に比ぺてインピーダンス増加の立ち上がりが，か

なり遅れ，むしろエタノール発醒の開始時期に近かっ

たことから，インピーダンスの増舶と発薄エタノール

鷺の間になんらかの粗関があると解釈していた．しか

し今回，電腰材質をSSから白金にかえたことで，イ

ンピーダンスの立ち上がりが畢く観測されるようにな

り，再現性も高まった。すなわち，SSでは十分電擾

衰面の効果が押えられない場合があると考えられる．

この結果からは，先の報皆での解釈はあやまりで，増

殖・発酵過程の初期におけるインピーダンス変化はむ

しろ濁度変化と根関が強いことが伺える．

　一方，インピーダンス変化のピーク蒔点（約8賭間

後）以降，インピーダンスは逆に減少する傾向を示し

ている（図3）。この傾向も先の報魯では，より高い

グルコース濃度（100g／1）で観測されていたものの，

同一条件下（509バ）では不明瞭であった．やはり電

極材料をSSから白金にかえ，データの信頼性が高ま

ったことにより顕著となったと考えられる．またこの

蒔点で濁度は飽聯しつつあり，発酵エタノール鐙は増

え始めている。濁度が飽和することは培養液内の醒母

蔭数が飽和蔚濃度に達することであるが，菌量が飽和

に逓つくと培養液は嫌気的状態に雄移し，その結果，

菌の代謝は呼吸から発酵の状態へと変わると考えられ

る．発酵エタノール㌻が濁度繭線の飽翻時点以降に増

舶し始めているのはこのことを反映したものと考えて

よいであろう．このエタノールの増力曜§始聴期にちょ

うど位糧を合わせてインピーダンスが減少を始めてい

ることから，発酵エタノール貴とインピーダンスの減

少鑑の間にはなんらかの根関があることが推測される．

すなわち，園3の結果から次の二つの仮説が設定され

る．

　（1）酵母薩の増殖，発酵の初期にみられるインピー

　　ダンス増力口は繭量の増加に関係している．

　（2｝菌量の飽和以後に見られるインピーダンス減少

　　の傾向は発酵エタノール貴の増簾と絹関がある．

以下，これらの仮説の確認および原洒追求の実験結果

について述べる．
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図3　GPYE液におけるイースト菌の増殖と発酵に伴う

　　イソピーダソス，濁痩，エタノール，pRの時間変

　　化．インピーダンスの初期値は187Ωである．

Fig．3　　Time　courses　◎歪　impedance，　turbid王ty，

　　　ethanol　and　pR　wlth　growth　a難d　fermen匙ati㎝

　　　of　yeast　in　GPY£bm匙h．互nitial　value　of

　　　i鵬pedance　is　187Ω．

　3．2　インピーダンス増加と薗の増殖との相関

　仮説1の確認のため，菌の増殖を伴う場合と伴わな

い場含の発酵実験を行った．このとき培養液として，

GPY譲液の講成成分のうち発酵と菌増殖に藏接関係

するグルコース（以下GLと略す）およびイーストエ

キス（以下YEと略す）だけを取り上げ，これに各々

生理塩濃度の鐸aClを舶えて培養液として耀いた．い

ずれも初期葭数は飽和蕩濃度の1／2（約108cfu／ml）

とし，発酵がただちに始まる状態とした．ここでY録

は菌体の増殖に必要なタンパク質，脂質，ミネラル等

を含むため，YEの入っている溶液では菌の増殖と発

酵が平行して行われる．Y8の入っていない溶液では

薦の増殖はなく発酵のみが進む．菌の増殖がなく発酵

のみ行われる場合，すなわち培養液をNaC1十GLと

した場合には図4に示すように，濁度，pHはほぼ一

定でインピーダンスのみが晴間とともに滅少している．

一方増殖が発酵と岡蒔に進む場合♪すなわち培養液を

聾aC1＋G灘十YE　とした場合には，図5に示すよう

にインピーダンスは培養の初期において急速に増加し，

濁度（薦墾）もその期間，時間とともに増加している．

これらの結果はインピーダンスの増加の原函の一つを

明確に示唆しており，今まで行った多くの実験でY8が

入っている場合にのみ観測されるインピーダンスの増

力臼は，繭体の増殖あるいはこれに俸う代謝に直接関係

していると結論できよう。
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図4　NaCRGiucose培養液における諺母葭の発酵に伴
　　　うインピーダソス，濁度，pRの時聞変化．イソピ

　　　ーダンスの初期値は275Ωである，

Fi霧。4　「rime　c◎urses　of圭mpeδance，　turbidity　and

　　　P騒wlth　yeast｛ermen£ation沁無aCい
　　　G玉ucose　brot簸．　Turbidlty　shows　litqe

　　　l捻αease　of　yeast　cells　a！戴the　impedance　is
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2

奮

≧i

　ユ

ξ

コ

臼

コ
ト［ 0

§

霧

襲5

翼

8
§

B
＆

圏 G

幽 EthOBoie　　　　“

，

●

◎

Turbidity
卿

／ ’

胃

1ノ

o

駄～．．．
　　　　擁pedo臼ce

　　騨

4
　　鴨

　　，

曳
ユ◎T㈱㈲1 20

雫

P縁

轍

，

馴

蓬，

　暑

§2

蓋§

ア響
　器

5　0

3

1

魍5　層aCRGIuc◎se＋Y£培養液における酵母墓の増殖，

　　発縫に伴うインピーダソス，濁度，pHの時間変化．

　　イソピーダンスの初期値は201Ωである．

Flg．5　Ti韮ne　couτses◎f　impedance，　turbidi宅y　and

　　　pH　wl雛growth　and　fermentatioR　o｛yeast

　　　l鍛NaCI十Gi職cose十Y鷺broth。　In癒ls　case，

　　　綴rbidlty　shows　clear　increase　at宅he　earIy

　　　stage　of　c鷲夏tivatiGn．　至nitia韮　va玉繊e　of

　　　impedance　is　201Ω．

　3，3　インピーダンス増加の原困

　Cady〔1｝は薄母薩の増殖に伴うインピーダンスの増加

は，菌が代謝により非イオン性の栄養物をイオン化す

るより，媒質から細胞質内にイオン性物質を取りこむ
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図6　酵母菌体を除いた発酵液のインピーダソス変化．イ

　　　ースト菌は遠心分離とろ過により除かれた．綾捧は

　　インピーダンスの測1竃譲差を示す．イソピーダソス

　　の初期値は191Ωである．

Fl奮．6　Ti享ne　course　of　impedance　of　GPYE　broth

　　　wi癒Out　yeast　cellS　ln霧row宅h　and

　　　fer月aentatio捻prOCess．　YeaSt　CeUs　were

　　　removed　by　Cen匙rlf慧galizatl◎n　a職d　fllteri㎎．

　　　Vertica！　bars　呈ndica£e　err◎r　of　measured

　　　l脚edance．至nltial　value　of　impeda鶏ce　is

　　　玉91Ω．

効果が強いためと説明している．このことを確認する

ため，増殖，発酵中の培養液から菌体を取り除き，残

りの培養液のインピーダンスの時間変化を計測した．

測定結果を図6に示す．実験条件は図3の場合と岡様

である．実験では圃時に20本の試験管を絹い，同～

条件下で培養を行った。薩体を除くため適当な時間ご

とに培養液を遠心分離し，更に上ずみをろ過した．そ

のろ過液をインピーダンス計測の試料とした。図に示

すように薦増殖に伴いインピーダンスは明らかに減少

しており，麟3の結果とは異なっている．これは藤体

を含む培養液のインピーダンスの増加の原暇がCady

が指摘したような培溶液中のキャサヤの減少効果では

なく，溶液中に存在する葭箪の増大によっていること

を示唆している．すなわち，GPY£液で酵母菌を増

殖させた場含のインピーダンス増加の主因は，溶液中

のキャリヤ（イオン性物質等）の減少効果があっても

小さく，一種の散窺体としての菌体の増繍が電流を運

ぶキャ夢ヤの運動を妨げていることによると考えられ

よう．

　更に上記の考えを確認するため，計測中の蕗数を一

定に保つ培養液として3g／1のNaC1溶液に飽和蔭濃

度のU100，1／20，玉／2の菌体を入れそれぞれ

の場合のインピーダンスを測定しプロットした結果を

國7に示す．予想どおり菌濃度が増すごとにインピー

ダンスも増舶している．これは菌体がキャリヤの一種
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融7　インピーダンスと薩量の蘭係．縦捧はイソピーダン

　　　スの灘箆誤差を示す．

Fig。7　丁至e　relation　between　lmpadance　and　cell

　　　dens玉ty　in　the　broth。　Verticaヨ　bars　圭n（licate

　　　error　o∫measured　l田pedaRce．

の散乱体となって電気抵抗を上げている証擁であると

いえる．なお，図は飽和菌濃農を約109cfuハn1とし

て示している．ここで濤液中のキャリヤの主役は種々

のイオγ（銭a÷，Cl一，N｝｛訪，SO3…）であり，そ

のイオン半径に比べてはるかに大きい酵母菌自体が散

裁体となっているというのは少し奇異に感じられる．

実際には酵母藤の菌体嶽身が絶縁体とみなせるため，

電流通路の断薗積が等価的に減少していることが考え

られる．

　なお，薩増殖に伴い，呼吸代謝籔の増撫こよる酸性

代謝物の増力霧はpHの減少としてあらわれている．こ

のことは葭鍛変化を示す濁度変化曲線とp雛変化臨線

との桐関が強い（図3参照）ことからも確認できる．

この酸性代謝物の産繊（キャリヤの増大）によりイン

ピーダンスは滅少する傾向を示すはずであるが，上記

の菌体の急増に伴うキャリヤの一種の散乱効果がまさ

っているため表面に顕われてこないものと考えられる．

この考えは図6の測定結果にみられるように，菌体を

除いた培養液のインピーダンスが繭増殖・発酵に伴い

減少することや，その変化が既に増殖の初期に顕われ

ていることと合致している．

　3護　インピーダンス減少と発酵工タノールとの縮関

　Y猛がない場合（菌の増殖が行われない場合），発

酵の進展に伴いインピーダンスが減少することを示し

た（懸4）．この場合のインピーダンスの減少率と発

酵エタノール量との関係を図8に示す．実線は穏4の

インピーダンス変化の結果を縦軸をインピーダンス滅

少率として描き直したものである．図は最終値がほぼ

一致するものと仮定して獺いている。実験条件は図4
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圏8　譲の増艇のない時の発馨に伴うインピーダンスとエ

　　　タノールの時問変化，発馨エタノールとインピーダ

　　　ソスの問に強い根蘭が見られる．このときの相醗関

　　　数は0．98であった．インピーダンスの初期値は

　　　275Ωである。

Fig．8　畷’i鵬e　course　of　l紐pedance　and　ethanol　with

　　　yeasdermenta宅lon　in　NaCB・Glucose　broth．

　　　The　fermented　ethanol　is　closely　correlated

　　　to　the　decrease　o£　imp£（lance　o｛　the　broth．

　　　The　correlation　coe‘flcien£　is　O．98．　Initial

　　　value　of　impedance　is　275Ω．

の場合と同じである．礫で黒丸でプロットしてあるの

ほ発騨エタノール筆の晴間変化で，蒸留・比重法によ

り求めたものである．この図よりインピーダンスの減

少率と発酵エタノール量との間には強い鑑の根関が見

られる．このときの梢関係数はα98であった．ここ

でインピーダンス滅少曲線の最終値が7％付近になっ

ている．ところで，発酵プロセスにおけるGLからエ

タノールの変換は，次のように与えられる⑤．

　C6｝｛蓋206一畔2C2H50｝玉十2CO2　　　　　　　｛1｝

そこで，完全にGLがエタノールに変換されたとする

と，今の場舎，理論的に生産されるエタノール量がわ

かる．そのエタノール最を讐aC1踏液に加えたものと

製aC｝十G玉、溶液のインピーダンスを測定し両春を比

較した．蟹aq十エタノール溶液の協合がNaC1十G

Lに比べて7．8％インピーダンスが低くなった．この

値は鴎4のインピーダンス減少率の最終纏が約7％で

あることとほぼ一致しており，発酵に伴うインピーダン

スの藏少の漂困はGLがエタノールに変換されることが

主因と考えて良いことを支持している．発酵に伴う炭

酸ガスの発生による溶液の酸性化もインピーダンス減

少の漂闘の一つと考えられるが，この影響は小さいこ

とを確認している．以上より，インピーダンスの滅少

麟線は発薄過程におけるエタノール景の時間変化を反

映することになり，薩最が一定の条件下で行われる発

酵プロセスにおいては溶液インピーダンスの連続計測

が発酵ユタノール最の連続モニタ法として有効である
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表2　轟母菌の増殖・発醒に伴う塙養液イソピーダソスの増加および減少の原園

イソピーダ

ンス変化
原 期 影響痩 pHへの

影　　響

減　少

1．酸性代謝物の生産

2．COεの発生
3．　発騨に伴うグル潔一ス

　の皿タノールへの変換

増殖期

増殖および発薄期

発爵期

中

小

大

大

小

なし

増　繍

1．藤体によるキャリヤ

　イオソの伝導防害

2，薩体によるイオン性

　栄養物の取弓込み

増殖期

増殖期

大

小

なし

なし

ことが考えられる．特に近年の発酵プ即セスは菌体を

闘定化する方法が広く行われるようになっている鯉～181．

この場合，菌が完全に圏定されていれば，周囲の培養

液巾に菌は存在せず，闘定された媒体中で菌は盛んに

発醒を行う．ここで鍵案した方法は，このような菌劉

定の発酵ブPセスにおける発酵諜タノール量の達続モ

ニタの鰐能性を示唆している．

　ところで，現在酵縁菌の発酵過程での発醒エタノー

ル景をモニタする方法は，酵素竃極法191～鱒，微生物

電極法魏，蒸留法などバッチ的方法が主流である．発

酵槽に直接挿入し連続的に発酵ユタノール鉱を計測す

る方法としては，チュービング法が知られるのみであ

る船～眠この方法はシリ・ンゴムのチ混一ブを通過

してくる気体の組成変化より，発生気体を検出する．

チ訊一ブ自身に気体の選択性はないのでエタノール検

出センサを男唖こ矯意する必要がある．我々の方法では

発酵させる条件に鵠約（菌数一定）を加えれば，エタ

ノール瀬の変化のみを計灘できることや，センサの構

造も簡激で，電極材質に白金を屠いていることから癩

圧誠菌も可能で，繰返しの使罵に耐えデータの再現性

もよいなどの利点がある。今園，i発酵原料としてグル

コースのみを編いているので明確なことは言及できな

いが，同聴計測しているpHや濁度の情報を十分溝胴

することで，実際の発酵プロセスのモユタ法として発

展させることが可能であろう．

4むす　び

　以上述べてきたように酵母葡の増殖および発酵に伴

い，培養液のインピーダンスに影響を与える要因は数

多く存在している．ここで改めて，考えられるインピ

ー ダンスの増加原顯と減少原因を列記し，その要困が

働く条件，時期および影響度の大小を表2にまとめて

いる．すなわち，薗の増殖が主要な蒋期（初期）で嫡

薦体の増加によるキャリヤの散乱効果の増大と酸性代

謝物の蓄積によるキャリヤの増大が競合するが，前老

の効果が顕著で結果として培養液のインピーダンスは

増大する．～方，発酵が主要な聴期（後期）ではG玉、

がエタノールへ変換されるとともに，一部菌増殖に伴

う酸性代謝物の蓄積，更には発酵に伴うCO2の発生に

よる培養液の酸性化が根加約に働きインピーダンスが

減少傾向を添すと考えられる．菌量が一定の条件下で

の発薄過程では，菌増殖に伴う散乱効果や酸性代謝物

の変化の影響はなく，表2からも推察でぎるように培

養液のインピーダンス変化は主として発酵エタノール

量を反映することになる．

　最後に本報倍で得られた知見を以下に箇条篭に示す．

　1）酵母藤の増殖・発酵過程におけるインピーダン

　　スは，pHが減少するにもかかわらず増加の傾向

　　を示す．この傾向は，培養初期の増殖過程におい

　　て顯著であり，菌量を示す濁度変化との媚関が強

　　い．

　2）インピーダンスの増加の漂悶を追究した結果，

　　溶液中のキャリヤの減少ではなく，菌体の増力財こ

　　よる～種の散翫効果が主霞と考えられる．

　3）菌増嬢の行われない状態では発酵に伴い培養液

　　のインピーダンスは減少する．その主な原因はG

　　Lがエタノールに変換されることによるものであ

　　り，インピーダンスの減少鏡と発酵エタノール量

　　との問に強い相関がある．
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