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最近のみかん缶詰の膨脹変敗について＊1  

中山 昭彦・新屋理恵子   

Recent Spoilage of Canned Mandarin OrarLgeS Resultingin Swe11s  

Akihiko Nalcayama and Rieko Shinya 

Theprincipalcharacteristicsoftwostrainsisolatedfromswollencanned rwdarinorangeS，  

i・e・，gram－POSitive，rOd－Shaped，SPOre－formlng，facultative－anaerObic，andcatalase－negative，  

indicatethattheyareidentifiedasamember ofthegenus即orolactobacillus．   

Thermaldeathtimesat90℃ofthesporesofthestrainsrangedfrom35min．tb55min．The  

amountsoflacticacidintheswollencansweretentimesgreaterthan thosein the normal  

CanS．AndalsowhengrowninPE－2GC，thestrainsproducedovertentimesmorelacticacid  

thanthatinthemedium・Therefore，thestrainsarecausativeofthespoilage．   

ThestrainscouldgrowinO・4％ofcitricacidwithpH2．50rhigher，theconditionsinwhich  

COmmereialcannedmandarinorangesfa］1．However，thegerminationand／oroutgrowthofthe  

SpOreSdidnotoccurbelowpH3．5．   

Therefore，OnepOSSibleapproachtopreventthespoilageisasfollows：pHvaluesofcanned  

mandarin oranges areadjustedunder3・5toinhibitthegerminationand／or outgrowthofthe  

SpOreS，thusthecommercialsterilityofthecannedmandarinorangesismaintained．  

みかん缶詰の膨張変敗原因薗には，酵母（5αCC彪αrO椚ツCβ5属）1），酪酸菌（Cわ5fわ血椚♪d5fg祝－  

′fα乃鋸∽）2）ぉよぴ，乳酸菌（エαdoゐαC〟ね5ムrg〃f5）2）の以上3樺類がよく知られている。   

しかし，以上の原因菌とは異なり仁胞子を形成し，クエン酸よりガスを産生する一種の乳酸菌と  

思われる細菌によるみかん缶詰の膨脹変敗が．ここ7・8年程の間に時々みられているご2 著者ら  

は，1978年製造の市販みかん缶詰の膨脹缶より，類似の細菌を分離し，この膨脹変敗原因菌に対す  

る対策の確立を目的に，当変敗を微生物学的に検討した．。  

実験材料および方法   

1．供試みかん缶詰   

Tablelに示したK社みかん缶詰（4号缶），正常缶4缶，膨脹缶4缶の計8缶を用いた。  

2．細菌の積出および分離   

正常缶および変敗缶からの細菌の検出には，TGC培地3）ぉよびPE－2GC培地を用い，35Cc  

で培養した。なお．PE－2GC培地は，PE－2培地4）にグルコースとクエン酸をそれぞれ1％  

ずつ添加した培地（pH5．0）である（：．次に，細菌の純粋分離は，PE－2GC培地を増菌培地とし  

て用い，350cl～2日培養液をポテトデキストロース寒天培地（PDA）5）に接種してコロニーを  

形成させることにより行っじっ分離菌株は，PE－2GC培地中で保存した。  

＊1本論文の概要は日本缶詰協会第27回技術大会（昭和53年11月16日東京）にて発表。  

＊2 池上：私信．未発表。   
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Tablel．Normalandswollencannedmandarinoranges  
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■Japanesecodeforthedateofproduction：First，SeCOnd．andthirdandfourth   

numbers showtheyear．month，andday，reSpeCtively．  

3．胞子形成および耐熱性の側定   

胞子形成用培地には，MRS培地6），TM培地7），G】ucose－yeaSteXtraCt－CaCO3－MnSO4  
培地（GY－CaMn培地）8ミNutrientBroth（Difco）．および，そのpHを6．4と5．5にした培地を  

用いた。胞子形成は350cで10日間としたcなお，MRSで35qC2日培養後，集菌し，3種類のNutrient  

Brothへ移す方法による胞子形成の検討も行った。   

胞子数の測定は，培養液を800clO分加熱処理したもa）を胞子懸濁液とし，PE－2GCを用いM  

PN法で行った。耐熱性測定は，この胞子懸濁液を用い，TDTチューブ法（900c）で行った。な  

お，後培養はPE L2GC培地を用いた。  

4．分離菌株の検査   

グラム染色，カタラーゼ，運動性，Hugh＆Leifson試験．アルギニンからのアンモニアの生成，  

硝酸塩の還元，および糖からの酸の生成は，HarriganとMcCanceの方法9）により行った。胞子  

の確認は培養液を80GclO分加熱処理後PE－2GCへ接種し，その後の増殖の有無により行った。  

450cおよび150cでの増殖の有無はPE－2GC培地で行った。グルコースからのガスの蘇生はPE－2  

培地にグルコースを，クエン酸からのガスの産生はPE－2培地にクエン酸をそれぞれ1％添加し  

た培地で行った。エスクリンの加水分解は，坂崎の方法10）により行った。  

5．乳酸の定量   

BarkerとSummersonの方法11）で行った．＝〕  

6．P E－2培地中で増殖と発芽および発芽後成育におよぽすpHとクエン酸の影響   

pHを約0．5間隔で2．5から5．0まで5段階とり，その各々のpHについてクエン酸め濃度を0凡2，  

0．4，0．6，0．8，1．0，1．5および2．0％の8段階にした討40種類のPE－2培地を調整した。なお，す  

べての培地にはグルコースを1％添加した。   

増殖におよばす影響は，増殖の対数期と思われる培養液を，また発芽および発芽後成育におよぽ  

す影響は，102～103／鵬の胞子懸濁液を，それぞれ1．0鵬ずつ接種し．ガス産生までの時間を比較す  

ることにより行った。  

7．缶詰みかん中での増殖と発芽および発芽後成育におよぽすpHの影響   

缶詰みかんを使用した培地の調製法はFig．1に示しに．即ち，みかん缶詰の正常缶を無菌的に  

開缶し，pHを3．3，4．5，および5．5に調整し，滅菌試験管に分注する。これを100？Cで15分の加熱処  

理後，直ちに滅菌流動パラフィンを重層し，冷却する。なお，加熱処理後のpHはそれぞれpH3．3，  

4．0，および4．4であった。細菌の接種は前述のPE－2培地を使った場合と同様に行った。   
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l両〒1  闘  闘  Table2．PH values ofnormalandswollen  

CanS  
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Table3． Determination of］actic acidin  

normaland swo）］en cans  
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HeatTreatment（100℃，15min．）  

（pH3．3）   （pH4．0）  
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SampleNo． Lacticacid  N ote 
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1  15．Omg％  

2  7．5  
Normal  

7  157．5  

8  232．5  
Swollen  

Fig．1．PreparationofrnediawittlCanne〔loranges  

結  果   

1・供試みかん缶詰の官能的観察．pH，および乳酸量   

正常および膨脹缶のpHをTable2に示した。当膨脹変敗は，このように，正常に比較してpH  

が約0．5程度上がる。変敗缶内容物はアルコール臭および酪酸臭もなく正常缶のものと大きな差は  

認められなかった。   

正常缶と膨脹缶の液汁中の乳酸量をTable3に示した。膨脹缶の乳酸量は正常缶のそれと比較  

して10～30倍増加していた。  

2．細菌の検出および分離   

Table4に，細菌の検出結果を示L，た。サンプルNo．1～4の正常缶からはいずれの培地とも細菌  

は検出されず，サンプル恥5～8の膨脹缶からはいずれの培地でも細菌が検出され，PE－2GC  

の場合，ガスの産生がみられた。   

このPE－2GCをPDAに接種し，得られたコロニーをPE－2GCに釣菌し，純粋分離菌株  

としたc 純粋分離菌株はサンプルNo．7およぴ8から得られ．それぞれ，StrainAとStrain Bとし  

た。  

3．胞子形成条件の模討   

胞子形成条件の比較は6種類の培地を使用し，9条件により行ったcその結果をTable5に示し  

た。TM培地以外の培地ではStrainAおよびStrainBは増殖したが，MRS培地，GY－C aMn   
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培地およびNutrient Broth  

（pH5．5）では胞子は形成さ  

れなかった。NutrientBroth  

およぴNutrient Broth（pH6．  

4）でそれぞれ10～103／鵬程  

度胞子形成がみられ．MRS培  

地から3種類のpHの異なる  

NutrientBroth へ移した場合  

も10～102／m£程度の胞子形  

成がみられた。   

以上の結果から．胞子形成は  

pH6．4のNutrientBroth を用  

い，350clO日培養を胞子形成条  

件とした。  

TabJe4．Detectionofmicroorganisms from  

normalandswollen cans・＊1  
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＊lDuplicateexaminations．  

＋2＋：grOWthofmicroorganismswasindicatedbythe  
turbjdityofthemedia，－：nO grOWth．  

＊3Gaswasformed．  

Table5・SporulationofStrainAandStrainBinseveralmedia  

Medium  Strain A  Strain B 

MRSmedium＊1  
TMmedium＋2  
GY＿CaMnmedium・3  
Nutrient broth 

Nutrientbroth（pH：6．4）  

Nutrientbroth（pH：5．5）  

No growth Nogrowth  

3．3×10  4．9×10  

3．3×102   1．3×103   

1．7×102  7．9×10  Nutrientbroth  MRS medium  

（incubated  

for2days）  

Nutrientbroth（pH：6．4）   2．4×102  4．9×102  
Nutrientbroth（pH：5．5）  7．9×10  7．0×10  

＊1J．C．deManetal．（Seereference6）．  

＊2K．KitaharaandC．Lai（Seereference7）．  

＊3K．KitaharaandJ．Suzuki（Seereference8）．  

4．胞子の耐熱性   

前述の条件で胞子形成を行い，800clO分加  

熱処理された培養液を胞子懸濁液として，90  

〇cで耐熱性を測定した結果をTable6に示し  

た。この場合のStrainAとStrain Bの加熱  

致死時間は35分と55分であった。  

5．分離菌株の性状   

主な生物性状はTable7に示した。Strain  

Aおよぴ Strain Bともグラム陽性，カタラ  

ーゼ陰性の胞子形成菌で，グルコースからは  

ガスは産生せず，クエン酸よりガスを産生す  

る。なお，サリシンとメリビオースからの酸  

の生成で，StrainAとStrainBで相異がみ  

られた。  

Tab】e6．Heatresistance ofspores of Strain  

A and Strain B  

Time（minutes）  
at900c  Strain A Strain B 

0
 
5
 
0
 
5
 
0
 
5
 
0
 
〓
J
 
O
 
 

2
 
2
 
3
 
3
・
4
．
 
4
 
5
 
5
 
亡
U
 
 

＋
 
＋
一
一
 
 
 

＋
＋
 
＋
一
 
 

＋
 
＋
 
＋
 
＋
 
十
一
一
 
 
 

＋
＋
十
＋
 
十
＋
＋
 
 

Concentrationofspores：StrainA；3．3×102／ml，  
StrainB；1．3×103／ml．   
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StrainAおよびStrain Bをそれぞれ詭Ocで8E］および5日培養したPE－2GC培地申の乳酸  

量をTable8に示した。いずれの場合も，PE－2GC培地に比較して10倍以上の乳酸の生成がみ  

られた。  
TabJe7．CharacteristicsofStrain AandStrainB  

Character＆reaction  Strain A  Strain B  

Gram stain  

Catalase  

Spore  

Motil ity 

Growth（in PE・2GC）  

at450c  

at150c  

Hugh＆Leifson（glucose）  

Gas from  

glucose  

Citrate  

Hydrolysisofesculin  

NH3fromarginin  
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＊ Fermentation．  

Table8・Lactic acid produced by Strain A  
and Strain B  

Strain  Lacticacid  

A  

B  

PE＿2GC＊  

1300mg％  

1475   

115  

＊Control（withoutinoculation）．  

6．増殖におよぽすpHおよぴクエン酸の影響   

増殖におよばすpHおよびクエン酸の影響はFig．2およぴFig．3に，それぞれStrainAおよび  

StrainBの結果を示した。両菌株とも，クエン酸濃度0．4％以上では，実験を行ったpH約2．5以  

上で，ガス産生の増殖を示した。ガス産生の至適クエン酸濃度は0．4～0．6％，その至適pHは3．5～  

4．0附近にあった。   
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7．発芽および発芽後成育におよぽすpHおよぴクエン酸の影響   

StrainAおよびStrainBの結果をそれぞれFig．4 およぴFig．5に示したc・両菌株ともpH  

5．0附近で発芽および発芽後成育はよく，pH4．0になると発芽および発芽後成育までの1agが長く  

なり，pH3．5以下では発芽または発芽後成育がみられなくなった。クエン酸の濃度の影響は実験  

した濃度範囲では，ほとんどみられないが，濃度が高くなるほどIagが長くなった。  

8・缶詰みかん中での増殖と発芽および発芽後成育におよぽすpHの影響   

各々のpHに調整した缶詰みかん中で，2週間培養したStrainAの結果をTable9 に示した．。  

無接種のコントロールは全て－であり，当培地の調製には問題がなかった。  

Tab］e9．EffectofpHongrowthandgerminationand／oroutgrowth  

OfStrainAincannedoranges  

pHofcannedoranges  
Inocul ation 

3．3  4．0  4．4  

Vegetativece11sinoculated  ＋＋ ＋＋＋ 十 ＋ ＋十＋ ＋十＋  
Sporesinoculated  －－ －－一  一 十一＋－ －＋＋  

＋
 
＋
 
 

十
 
＋
 
 Control（w、ithoutinoculation）  

＊ ＋：grOWthofthebacteriawasindicatedbytheturbidity andgasformed   
Ofthemedia，－：nOgroWth．   

増殖においては，即ち栄養細胞接種では，いずれのpHでも5本とも培養1週間でガスの産生が  

確認された。発芽および発芽後成育の場合．pH4．4で4本，pH4．0で2本，ガスの産生がみられ  

たが，pH3．3 ではすべてガスの産生はみられなかった。また増殖，発芽および発芽後成育ともい  

ずれの場合も，pHが低いほどガス産生までの1agが長くなっていた。  

考  察  

分離菌株（StrainAおよびStrainB）の抱子の耐熱性（900cでの加熱致死時間が35～55分）  

（Table6）は，通常のみかん缶詰の殺菌（82～840cで11～13分）には十分耐えるものと思われたc 

また，膨脹缶中の乳酸量は正常缶のそれの10～劫倍に増加し，またStrainAおよぴStrainBをPE－  

2GC培地申で培養した場合も，これら菌株は培地中の乳酸を10倍以上に増加した。したがって，  

StrainAおよびStrain Bは明らかに，当膨脹変敗原因菌であると考えられる。   

これら分離菌株の主な性状は，グラム陽性，梓菌．胞子形成．通性嫌気性，カタラーゼ陰性，お  

よぴ，乳酸生成である。Bergey′s manual12113）によれば，胞子形成の通性嫌気性細菌の梓菌は  

助cf肋s属と勧or〃JαCfo∂αCf〃鋸屑である。このうちカタラーゼ陰性は劫β′0ねcfロムα√iJJ郎属で  

ある。したがって，分離菌株は劫0和JαCfoゐ〃CiJJ〟5属に属するものと思われる。 勒〃r¢JαC≠0ゐαt  

Cf肋5属の唯一の種劫肝油頑鵬叩肋路ぬ血欺は，ホモ乳酸醸酵を行い，また分離菌株も乳酸を  

生成する（Table8）。したがって，分離菌株は勧orolaciobaciZlusinuLi触Sに近い乳酸菌の一種  

と考えるのが妥当であろうが，以上の実験結果だけでは完全な同定はできない。   

PE－2GC培地での増殖と発芽および発芽後成育におよぽすpHおよぴクエン酸の影響に関す  

る実験結果から，原因菌株は，通常のみかん缶詰のpH3．3～3．6，クエン酸濃度0．6～0．7％の範囲  

内では，ガスを産生し増殖する．。しかし．発芽および発芽後成育の最低pHはa5と40の間にあり，  

pH3．5以下では発芽または発芽後成育が阻害きれた（Figs．1，2，3そして4）。また．缶詰みか   
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んを培地として用いた場合でも同様の結果が観察された（Table9）c．   

したがって． 通常のみかん缶詰の殺菌では当変敗原因菌の胞子は生残しうるが，製品のpHを3．5  

以下に調整し，その発芽または発芽後成育を阻害することにより商業的無菌性を保持するとい う変  

敗防止策が考えられる。しかし，実際には，菌株および製品内容組成の相異が胞子の発芽または発  

芽後成育の阻止pHに影響するものと考えられるため，そのpHにはある程度幅があると思われる。  

また，PHが低いほどガス産生までの1agが長いという今回の実験結果からも，製品のpHは低い  

方がより安全である。いずれにしても，今後みかん缶詰の製造にあたっては，今まで以上に適正に  

pHを調整することが肝要であろう。  
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