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果実飲料から分離された好酸'性菌の諸性状について
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Threestrainsofacid-thermophilicbactGriawereisolatedfromfruitdrinksandthGn
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irradiation・
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ＴＹＧｃａｕｓｅｄｃｏrrespondingdecreaseoftheantibacterialactivityofSE．
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容器誌酸性飲料を変敗させる微生物として，カビ，酵母，そして細菌では乳酸菌や酪酸菌など

が考えられる．これらの中で，耐熱性の微生物は，子のう胞子を形成する８J/ssOcﾉz/α"zJﾉsや

/Vbosaﾉｲ(Ｗ/αなどのカビ，そして芽胞を形成する細菌として有芽胞乳酸菌であるSPO、/αcfobaci"ｚＪ５

ｉ，zzl/かｚｉｌｓ，酪酸菌であるa0sjWiz`"z力ａｓ/“ﾉﾌﾞα"Zzl"やＣ/0s！γicﾌﾟz"〃６２(fy7/α""，フラットサワー

菌であるＢａｃｆﾉﾉzzscoag"/α７１sなどが挙げられろ．しかし，ここ数年前からｐＨの低い領域でよく

蝋殖するＢａｃｉ""S届の細菌，即ち好酸性菌による酸性飲料の異臭や消瀧臭を呈する変敗が報告
されⅡ'１通になっている1-ｲ)．

当研究室で容器結果実飲料から分離した３株の細菌は，芽胞を形成し，しかもｐＨが低い領域
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でよくjW殖する細菌であった．そこで，この細菌による容器結果実飲料の変敗を防止する目的で，

その諸性状，特に増殖における温度，ｐＨおよび有磯酸などの影響や芽胞の耐熱性，耐ＵＶ性お
よびショ糖脂肪酸エステルの効果などについて試験したのでここに報告する．

実験材料および方法

１．使用菌株

紙容器語およびＰＥＴボトル語酸性飲料から分離したＡＣ-1,ＡＣ-2,ＡＣ－３の菌株を使用し
た．

２．分離菌の生物学的性状

以下の試験では，純粋分離した菌株をＴＹＧ培地（バクトトリプトソ1.0％，酵母エキス0.2％，
ブドウ糖0.5％）中で45℃，２日間培盤して，新鮮な培養益を祇培護抽として使用した．

１）硝酸塩の迷元ポリペプトソ２９，ブドウ糖0.19,Ｋ灘ＨＰｑ０．２９，硝酸カリウム0.19を

精製水100,2に溶解し，ｐＨ5.0に調整した培地に菌を接種し，４５℃で４日間培養後，常法に従っ
て硝酸塩の還元能を試験した．

２）アセトイソの産生ポリペプトソ２９，ブドウ糟０．５９，Ｋ２ＨＰＯ,０．５９を糖製氷100mQに溶

解し，ｐＨ5.0に調整した培地に菌を接種し，４５℃で４ＨｌｌＩ]培養後，備法に従ってアセトイソの産
生能を試験した．

３）カゼイソの加水分解２倍濃度の普通寒天培地（日水製薬；ＮＡと呼ぶ）と10％脱脂乳溶液

を殺菌後，等量混和し，１０％クエソ酸を0.02％になるように加え，ペトリ1mに分注し平板にした．

これに菌を塗抹し，４５℃で４日旧)培養後，常法に従ってカゼイソの加水分解を試験した．

４）ゼラチンの加水分解ＮＡ培地にゼラチソを0.4％添加し，殺菌後，１０％クエソ酸を0.02％

になるように加え，ペトリ皿に分注し平板にした．これに菌を塗抹し，４５℃で４日間培養後，塩

化水銀を滴下してゼラチンの液化を試験した

５）デソプソの加水分解ＮＡ培地を殺菌後，可溶性デソプソを0.5％になるよう加え，さらに

10％クエソ酸を0.02％になるように加え，平板にした．これに菌を塗抹し，４５℃で４日間培養後，

ルゴール液を滴下してデソプソの液化を試験した．またＴＹ培地（トリプトソ1.0％，酵母エキ

ス0.2％，ｐＨ5.0）に可溶性デソプソを0.5％になるように加えた培地に菌を接種し，４５℃で４Ｈ

間培鍵後，ルゴール液を滴下してデソプソの液化を試験した．

６）グルコースからのガス産生ダーラム管の入ったＴＹＧ培地（ｐＨ5.0）に菌を接種し，４５℃

で10日間培謹し，ガスの産生能を試験した．

７）糖の利用Ａ液（リソ酸アンモニウム０．２９，塩化カリウム0.049,硫酸マグネシウム０．０４

９，精製水ｌ００ｍＬｐＨ５.O)，Ｂ液（寒天未４９，糖製水lOOmQ）を殺菌後，混合してピタミソ溶

液s)を111m加え，約55℃まで冷却後，菌を接hliして撹什後，ペトリ皿に分注した．このときの接

種には，培養液１，mを遠心分離し，上精を捨て，生理食塩水0.5mqを加えて猟拝して得られた懸

濁液を用いた．表面を乾燥後，２％の糖液を滴下して45℃で培謹した．６日間培養後，菌の増賦

の有無を表面顕微鏡で観察し判定した．

８）糠からの酸産生ＴＹ培地（ｐＨ4.0）に各柾雛を０５％になるように加えた培地に新鮮な培

養液を接種して45℃で培養した．６ＨＩＨ]培饗後，ｐＨを測定してコソトロールとの比較から判定
した．
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３．分離菌から生成する有機酸の分析

分離菌（ＡＣ-1）をＴＹ培地（ｐＨ4.0）及びＴＹＧ（ｐＨ4.0）培地に接種した試料について昭

和電工製の有機駿分析器（ShodexOA）を使用して有機酸組成を分析した．

４．バニリンおよびグアヤコールの分析法

バニリソを50ppm添加したＴＹＧ（ｐＨ5.0）にＡＣ－２を接種し，３５℃で30日培養した培養液

について，島津製作所GCMS-OP1000を使用して，バニリソおよびグアヤコールの検出を行っ
た．

５．分離菌の増殖におけるｐＨおよび温度の影響

ｐＨを３．５，４．０，４．５，５．０，６．０に調整したＴＹＧ培地をマグネットIIil転子の入った小試験補

(15mm｡×150mm）に81,1ずつ分注し，ｐＨ4.5以下の場合は100℃で10分間の加熱殺菌，その他は

120℃，１５分間の加熱殺菌を行った．これらの培地に分離菌を10$個接種し，恒温水槽を用いて２５

℃から55℃まで５℃間隔の１M度で培養した．培養液は経時的に分光光度計（烏津製のBaosch＆

LombSPECTRONIC70）を使用して吸光度（660nｍ）を測定した．

６．芽胞懸濁液の調整法

分離菌３株を標準寒天培地（F1水製薬；ＳＭＡと呼ぶ）100,mに10％クエソ酸04,,を無菌的に

加えた培地（ｍＳＭＡと呼ぶ）に塗抹し，３５℃で７日間培養して芽胞を形成させた．これを生理

食塩水に懸濁し，東洋ろ紙Ｎｎ５Ａで無菌ろ過後，７０℃で10分間加熱，冷却後５℃で保梼した．

７．芽胞数測定に培養条件設定

ＡＣ－１の芽胞数を測定する場合の最適な培養条件を検討するため，滅菌後のSMA1001nQに対

して10％クエソ酸および酒石酸を0,0.2,0.4,0.6,0.8,1.0mq加えた培地で混釈平板培養法

によって芽胞数をilIlI定した．培養温度は３０，３５，４５および55℃で行い，平板２枚の平均から芽

胞数菌数を算定した．

８．芽胞の発芽および増殖におけるｐＨの影響

ＡＣ－１の芽胞を使用し，ＴＹＧにクエソ酸，リソゴ酸，乳酸（85％-92％であるので90％とし

て計算した)，フマル酸およびアジピソ駿を0.2％加え，塩酸および水酸化ナトリウムで所定の

ｐＨに調整した培地を用いて希釈し，ＭＰＮ法で芽胞数を算lLHした．また酢酸は0.24％以下の温

度で，ｐＨ４．０およびｐＨ５．０について同じように試験した．

９．芽胞の耐熱性測定法

ＡＣ－１の芽胞をＴＹＧ（ｐＨ4.0）に，ＡＣ-2,3の芽胞はＴＹＧ（ｐＨ3.5）に懸濁し，これを

ＴＤＴ杵に１ｍQずつ分注し，ミクロバーナーで熔封後，９０℃，92.5℃および95℃に保持した恒温

水槽中で所定時間加熱後，急冷し，３５℃で培養した．名時間ごとに２本ずつ行い，増殖本数より

LTｍ（増殖本数が２本１１１１本の加熱時間）を測定した．

またAC-1の芽胞をＴＧＹ（ｐＨ3.5）に懸濁し，これをＴＤＴ管に１１，２ずつ分注，ミクロバー

ナーで熔封後，９０℃，92.5℃および95℃で加熱後，急冷し，これを、ＳＭＡ残存芽胞数を混釈平

板培養法によって35℃培養で測定した．
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10．芽胞の耐紫外線性測定法

AC-1の芽胞を生理食塩水で希釈し，約10,0をガラスシャーレに入れ，殺菌ラソプ（GL15）

を使用して200’Ｗ/cDfの照度で照射し，各時間ごとに残存菌数を、ＳＭＡを使用して混釈培養法

でij1l1定し，Ｄ値を算出した．培養条件は35℃，７日間行った．なお照射線堕はTOPCONの紫外

線強度計（UVR-254形）を便)ijして測定した．

11．芽胞に対するショ糖脂肪酸エステルの抗菌性の測定

㈱三菱化成製のショ糖脂肪酸エステル（Ｐ-1670）を所定丘添加したＴＧＹをｐＨ３．５，４．０，

４．５，５．０に調整した培地にＡＣ－１の芽胞を1.8×10`個接種し，３５℃，２０日間培養して菌の増殖

の宥無を観察した．

実験結果および考察

１．分離菌の生物学的,性状

Table］に分離した３株（ＡＣ－１，ＡＣ-2,ＡＣ－３）の一般的生物学的性状を調べた結果を示し

た．Bergey'sManualofSystematicBacteriology`)記iljhのBzzciﾉﾉzzsacidbcα/“γi"ｓに類似し

ていると考えられるが，Bergey'smanualに記jliliされている諸性状はほとんどＮＤ（利用出来る

データがない）であるので，分離された３株がこれと完全に一致しているわけではない．特にデ

ソプソの加水分解が異なる．また知られている他の好酸性菌2.7)ともこの点が異なる．しかし３

株の間には差がなく，同一の菌極と考えられる．ＡＣ－１の顕微鏡写真をＲ９．１に示した．この

ように楕円形の芽胞を形成し，好気性，好酸性であり，しかも好熱性であるので，これらの点か

ら分離菌はEacfdDcα/ｄｍｆ１(sに分類するのが妥当と考えられる．

Table1．CharactcristicsofstrainsAC-1,2,3ａｎｄＢｎｃｊﾉﾉ"snciL/ｂｍｌｆ/b)Ｔ２《Ｓ

ltem

ReducLiono「nitrate
Productiono「acetoin

Hydrolysiso「casein
geratin
st3rch

Gasfromglucose
Utilizationofand
Acidfrom

Arabinosc

Xylose
Rhamnosc
Glucose

Mannose
Fractose
Galactose
Lactose

Sucroso
Maltose
Trehalose

CCllobiose

Melibiose
RalHnose
lnulin
StFlrch

Sorbitol
Mannitol
Saliciｎ

ＡＣ－１，２，３ β・aci“Ｃａ/“汀ｚｌｓ

ＮＤ

ＮＤ

ＮＤ
－卜

ncid＊utili-

zation
＋＋＋

十十十

＋十十

十＋＋

＋＋＋

･Ｉ.＋十

十＋十
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Ｄ
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Ｎ
Ｎ
Ｎ
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－ＷＷ
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＋十十

十十十

Ｗ

十

Ｗ
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Fig.１Pholomicrographo「ｓｔｒａｉｎＡＣ－１ｉｎｃｕｂａｔｅｄ【ｏｒ５ｄａｙｓａｔ４５℃
ｉｎｍＳＭＡｍｅｄｉｕｍ．（×1.800）

２．分離菌の生成物

ＡＣ－１が糖を分解して生成する右機蕨をＴａｂｌｅ２に示した．雛が含まれているＴＹＯ培地にお

いては乳酸が多く生成され，僅かに酢酸を生成する．雛分を含まないＴＹ培地では有機酸は生

成せず，菌の墹殖によってpIIが上昇したが，これはアンモニアの生成によると思われる．糟分

を含む培地での端養液においては，右機酸を生成しているにもかかわらず，ｐＨは上昇している．

Table２．AnalysisoIorganicacidsproduccｄｂｙｓｌｒａｉｎＡＣ－１ｉｎＴＹ

ａｎｄＴＹＧｍｅｄａｉ．（mlz/100Ｒ）

ＴＹ（ｐＨ4.0） ＴＹＧ（ｐＨ4.0）
Ｐｒｏｄｕｃｔ

1noculumConLrollnoculumCon[rｏｌ

Ｌ１１．４１．４１．２

1.018１．１

０．６1.0２．１

１．９５．３１２．７４．７

３．２

２６．６２６．７２４．１２７．０

０．７1.0

３０．８３５．４４６．２34.0

６．１５３．９８４３８３－９７

CitraLe

Malate

Succinatc

Lactatc

Acetate

Pyro-glutamatc

Propionatｅ

Ｔｏｔａｌ

ｐＨ

Ｉｎｃｕｂｎｔｅｄｆｏｒ７２ｈｒＲＺ１ｔ４５℃．

３．バニリンおよびグアヤコールの分析法

この細菌はフレーバー成分であるパニリソの分解によるグアヤコールの生成や画鋲のアルデヒド

(オクタナール，ノナナール，デカナール）からのアルコールへの変化などが報告されている３)．

パニリソを添加したＴＹＧ（ｐＨ５．０）でのＡＣ－２の培鍵液は薬品臭を呈した．これを分析した
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結果をFig.２に示した．コソロールに存在しているバニリソが培養後，ほとんどグアヤコール

になっていることが分かる．
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Ａ；Inoculation(ＡＣ-2）

Ｂ；Corllrol

Fに.２

４．分離菌の増殖におけるｐＨおよび温度の影響

ＡＣ－１の墹殖における培養温度とｐＨの関係をFig.３に示した．至適温度はｐＨが4.0-4.5で

は50℃であるが，このｐＨ範朋外では45℃付近の方が増殖し易い．至適ｐＨはどの温度でもｐＨ

4.0-4.5付近であった．またｐＨ6.0以上あるいは55℃以上では増殖が遅く，４日間の培獲では１Ｍ

殖しなかった．これらの結果はＡＣ－ｌが好酸性であり，しかも好熱性であることを示している．

Baciﾉﾉ!`s属の中で好鹸性で好熱性の細菌はＢａｃｊ血cαﾉ`〃f"sのみであり，分離菌がこの細菌で
あることを喪付けた．

５．芽胞数測定の培養条件

ＡＣ－１の芽胞数算出における培礎条件をＳＭＡで行う場合，櫛機酸の祇效および添加11tと培韮

温度の影響をＴａｂｌｅ３に示した．クエン酸の場合は，添加､12は0.1％まではそれほど大きい差は

ないが，0.02％から0.06％，ｐＨでは５から６の範囲で，３５℃から45℃培養がよいと考えられる．

しかし酒石酸の場合はｐＨ4.5以下になるとコロニー数は減少した．従って，混釈平板培養法に

よって芽胞数をiHll定する場合，ｐＨが５から６の11iii囲であれば，クエソ酸，酒石酸どちらでもよ

く，培謹温度を35℃-45℃で培謹すればほとんどの芽胞が発芽，墹殖し，コロニーを形成すると
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考えられるが，３５℃培養だと．Iコニー形成に時間がかかり過ぎるので45℃培養がよいと考えられ
ろ．
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６．芽胞の発芽および増殖におけるｐＨの影響

AC-1の芽胞の発芽および増殖に及ぼすｐＨと右機酸の影響について試験した結果，Fig.４，５

に示すように，クエソ酸とリソゴ酸はほとんどコソトロールと同じ傾向であるが，その他の有機

酸を添加した場合，低いｐＨでは発芽および｣蛎dがI9lilillされ，その抑制効果は酢酸，アジピソ酸，

乳酸，フマル酸のllIIである．特に酢蕨はFig.６に示したように増殖抑制効果が強く，添川Ｍ１が

少なくてもｐＨが低いと発芽および地殖し難くなった‘
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７．芽胞の耐熱』性

ＡＣ-1,ＡＣ-2,ＡＣ－３の芽胞の耐熱性はＴａｂｌｅ４に示すように，９５℃におけるLT50が，それ

ぞれ3.0,1.8および3.5分であった．加熱媒体のｐＨが少し異なるが，３株の耐熱性にはそれほ

ど大きな差はなかった．Ｚ値は一般の芽胞より小さく６℃前後であった．またＡＣ－１の芽胞の

Ｄ値はＴａｂｌｅ５に示すように，90,92.5および95℃におけるＤ値は，それぞれ3.9,1.9および
0.7分であった．この時のＺ値は7.4℃であった．

このようにこの細菌の耐熱性は非常に強いので，果実飲料の製造基準の殺菌条件として定めら

れている，ｐＨ4.0未満の場合の65℃，１０分同等およびｐＨ４０以上4.6未満の場合の85℃，３０分同
等の殺菌では死滅しない．

Table４．Medianlethaltime(ＬＴ釦）ｏｆｓｔｒａｉｎｓＡＣ－１，２，３ｓｐｏｒｅｓｉｎ
ＴＶＣｍＱｒｌｉｌＹｍ－

SLrainHcatmediumTemp.(℃）Ｉﾉr5o(ｍin）Ｚ(℃）

90.0

92.5

95.0

21.0

８．０

３０

ＡＣ－１ TYG(ｐＨ4.0）

(6.5×105/､!）

５．７

90.0

92.5

95.0

10.0

4.0

18

TYG(ｐＨ3.5）
(1.5×105/m､）

ＡＣ－２ ５－月

90.Ｃ

9２．５

９５１１

２０.Ｃ

８．５

３．５

TYG(ｐＨ3.5）
(3.8×105/､！）

ＡＣ－３ ６．５

Ｉｎｃｕｂａｌｅｄｆｏｒ３０ｄａＶｓａｔ３５℃！
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Table５．Ｄｖａｌｕｅｓｏ「ｓＬｒａｉｎＡＣ－１ｓｐｏｒｅｓｉｎＴＹＧ(ｐＨ3.5）

Te、.（℃） Ｄ(ｍin） Ｚ（℃〕

910 ３－９

92.月 1－９ ７．４

BU5 0-7

Incubatedlbr7daysaI35℃ｏｎｍＳＭＡ‘

８．芽胞の耐ＵＶ性測定法

AC-1の芽胞に対する紫外線の影響は，それほど強いものではなく，芽胞数を90％死滅させる

に必要な練士itはＴａｂｌｅ６に示すように150/』Ｗ･min/c㎡で，他の芽胞とそれほど大きい差は無かっ

た．

Table６．ＤｖａｌｕｅｓｉｒｍｄｉａｔｃｄｗｉｔｈＵＶｆｏｒｓｐｏｒｅsoI

strainAC-1andothoI-specics．

ＤｖｎｌｕｅオBncterin

AC-1

Sinulinus

B-subtilis

Obotulinum(ＴｙＤｃＡ,Ｂ）

150

５８

１８５

２５０

*；似Ｗ･min/cｍ２

９．芽胞に対するショ糖脂肪酸エステル抗菌性の測定

AC-1の芽胞に対するショ糖脂肪酸エステル（P-1670）の影轡は，Ｔａｂｌｅ７に示すようにｐＨ

によってその効果は異なり，ｐＨ3.5では８ppm以上，ｐＨ5.0では４ｐｐｍ以上で発芽，増殖を阻

止し，ｐＨが低いほど抗菌作用を弱める傾向が認められた．これはこの細菌が好酸性菌であるた

めと考えられる．

Table７．ＥｆｌｂｃｔｏｆｐＨｖａｌｕｅｉｎＴＹＧｏｎａｎｔｉｂａｃｔcrial

activltyofSEIbrstrainAC-1spores．
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115

要約

容器誌の果実飲料を変敗させる細菌としてＢａｃｉ`Ocα/“γizlsの類似菌を分離した．この細菌

の増殖における至適ｐＨが４付近であり，しかも至適iM度が45℃から50℃であることから，好酸

性の好熱性菌である．この細菌によって変敗した果実飲料は異臭を呈し，特にパニリソを分解し

てグアヤコール凄簾牛するので薬品臭を呈する．

この細菌の芽胞に対するｐＨと有機酸の影響は，酢酸，アジピソ酸，乳酸，フマル酸などが

ｐＨ5.5以下で増殖を抑制する．特に酢酸は墹殖に対して非常に抑制効果がある．

ｐＨ3.5から4.0のＴＹＧ培地中における耐熱住は90℃で10分から20分程度であるので，果実飲

料の通常の殺菌条件では死滅しない場合がある．

耐ＵＶ性については，Ｄ値がl5quW･min/cIIrであるので，他の細菌と比較して同等程度であ

る．

ショ糖脂肪酸エステルの影響は，ｐＨによりその効果は異なり，ｐＨが低いほど抗菌作用を弱

める傾向があり，ｐＨ3.5では８ppm以上，ｐＨ５０では４ｐｐｍ以_とで発芽，増殖を阻止する．
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および有機酸分析をしていただいた農酸加工研
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