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カラギーナンから分離したガス産生の好熱性嫌気性細菌の  

性状について  

遠田 昌人・池上 寿昭・中尾 マリ・村山寿美江  

Characteristics ofThermophilicGas・prOdtlCing  

StrictAnaerobes Tsolatedfrom CarrageeTtaTt   

Atsuhito ENDA．YoshiakiIKEGAふtLMariNAKAOand Sumie MuRAYAMA   

Carrageenan，Whichisoftenusedincanninglow－aCidbeveragesasaningTedient．hastxen  

known to be contaminatedwith sporesof thermophilic bacteria．Therefore，SpOre・formlng  

thermophilesincarrageena11Wereinvestigated．  

Thermophilicstrictanaerobesproducinggasandhydrogensulfidewereisolatedfromcar－  

rageenanwithheatedF。Valueabove30minites．  

Thethermophilesisolatedwereclassifiedintotwogroups（GroupAandB）．GroupAwas  

identifiedasCEostridiumther研Ohydnsu〃iJrtCumby testingmorphological，Culturalandbi－  

OChemicalcharacteristics，butGroupBwasnotidentified．  

FromtheresultoforganicacidandgasanalysisofthegrowthcultureofGroupA，main  

fermentationend－prOductswerelacticacid．carbondioxide andhydrogen．Thevaluesofzand  

Dat121．10CforthesporesofGroupAwere8．8∋cand7．5minutesrespectivelyinamTGC  

medium．Theoptimumgrowthtemperatureoftheisolatesoftwogroupsrangedfrom65．00c  

to70．09c．   

ミルク入りのコーヒー缶詰やしるこドリンク缶詰などの低酸性飲料缶詰を加温販売することによ  

って起こるフラットサワー様変敗の主原因菌は好熱性細菌であろCねざfrfdf鉦桝f触”〃αCdfc鎚桝で  

あることが知られている。い2′＝）   

この好熱性細菌の汚染源として砂糖が挙げられる。S）その他、カラギーナンもこの細菌に汚染  

されていろことが報告されている。   

カラギーナンは缶詰に量的には少ないが増粘剤として使用されている。また、低酸性飲料缶語に  

も使用されることがある二 従って、カラギーナンを使用した低酸性飲料缶詰を加温販売した場合に  

は、この細菌によって変改する危険性がある。   

今回このカラギーナンからC．助のり〝αCβffα桝と性状が異なるガス産生の好熱性細菌を分乾した。  

ガス産生の好熱性嫌気性細菌としてC．一助ク∫αCCJ桓′○かficγ研があるがこれとも異なろ。従って、  

カラギーナンから分離した細菌について、その性状を試験し、併せてこの細菌による変敗防止法を  

検討したので報告する。  

実 験 方 法  

1．供託材料   

A社のカラギーナンを使用した。   
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2．好熱性細菌の分離方法   

嫌気性の好熱性細菌の分離では中試験管に分注し殺菌きれた変法TGC培地（mTGC、日水製  

薬）にカラギーナン0．1g、0．01g、0．001gをそれぞれ10本ずつ加え、撹押しながら加熱溶解し、  

流動パラフィンを重層後1000c、10分加熱、冷却後65dcで培養した。また、カラギーナンの10倍希  

釈液を100亡C、10分加熱し、この希釈液1mlをmTGC培地に寒天末を更に1．5％加えた培地（mT  

GCA培地と喝す）に移植し、65こcで蝶気的に混釈培養した 

耐熱性の好熱性細菌の場合にはmTGC培地にカラギーナンを0．1g加え授絆しながら加熱溶解  

し、流動パラフィンを重層後1200cでF。を10から35まで5間隔の殺菌を行い、冷却後650Cで培養し  

た。それぞれ10本ずつ行い、ガス直火型オートクレープで殺菌した。F。値の測定はデンマーク、  

ェラブ社製の温度測定用のアプリケ一夕ー（DGK33－2）を試験管に入れ、温度測定装置Z4F  

Dを使用した。   

また、好気性の好熱性細菌の分離は、カラギーナンの100倍希釈液を100Oc、10分加熱し、この希  

釈涯1mtをデキストローズトリプトンアガー培地（DTA、Difco）を使用し、550cで混釈培養した。  

3．分離菌の生物学的性状   

純粋分離した薗株をmTGC培地中で650C、2日培養した培養液を使用した。結果の判定は常法  

に従った。  

1）チオ硫酸塩の還元詑：TYTSI培地（パクト トリプトン10g、酵母エキス 2g、塩化ナ   

トリウム2．5g、寒天末1g、チオ硫酸ナトリウム 5水塩0．2g、朽製水1（X氾mL pH7．5、   

殺菌後、無菌の5％クエン酸鉄（∬）アンモニウム溶液を0．05％になるように加える）に細菌   

を接種し、流動パラフィンを重層、2週間培養後、急変の状態を観察した。  

2）亜硫酸塩の還元能：TYSI培地（パクト トリプトン10g、酵母土キス 2g、塩化ナト   

リウム2．5g、寒天未1g、亜硫酸ナトリウム0．2g、精製水1（氾Omi、pH7ふ殺菌後、無   

菌の5％クエン敢鉄（皿）アンモニウム溶液を0．05％になるように加える）または鉄サルファ   

イト寒天培地（ISA培地と略す）りに細菌を接種し、流動パラフィンを重層、2週間培養後、   

黒変の状態を観察した。  

3）硫酷篭の還元能：TYSA培地（パクト トリプトン10g、酵母エキス 2g、塩化ナトリ   

ウム2．5g、寒天末1g、硫酸ナトリウム0．5g、精製水1000慮、pH7．5、殺菌後、無菌の   

5％クエン酸鉄（Ⅱ）アンモニウム溶液を0．05％になるように加える）またはModifiedStarkey’s   

MediumCの組成を一部変更した培地（mST培地と略す）1〉 に細菌を接種し、流動パラフィ   

ンを重層、2週間培養後、異変の状態を観察した。  

4）肉の消化：クックドミート培地（日水製薬）に細菌を接種し、流動パラフィンを重層、3週   
間培養後、肉片の消化を観察したn  

5）ゼラチンの液化：ゼラチン培地（日水製薬）に細菌を穿刺培聾し、流動パラフィンを重層、   

3週間培養後、ゼラチンの液化を観察した。  

6）凝固卵白の変化：凝問卵白片の入ったmTGCB培地（mTGCの寒天を含まない培地）に   

細菌を接種し、流動パラフィンを重層、3週間培養後、卵白の消化を観察した＝  

7）ミルクの凝固及び消化：鉄ミルク培地（10％スキム ミルクに還元鉄を0．05、0．1g／10戚を   

加える）に細菌を接種し、流動パラフィンを重層、2週間培養後、ミルクの凝固、消化及びガ   

ス産生能を観察した。 

8）硝車塩の還元：INペプトン培地（トリプトケースペプトン20g、リン敢ニカリウム 2g、   

ブドウ糖1g、硝酸カリウム1g、寒天末1g、精製水1000mL pH7．5）に細菌を接種し、   

流動パラフィンを重層、2週間培養後、常法に従って試験した。   
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9）轄の分解：TY培地（パクトトリプトン10g、酵母エキス 2g、チオグリコール酷ナトリ   

ウム0．5g、寒天末1g、精製水1000mL pH7，5）を基礎培地とし、これを中試験管に12mt   

ずつ分注、121eC、15分間高圧滅菌した。この培地に濾過滅菌した各種の糖類を0．5％から1．0％   

になるように添加して使用した。細菌の接種後、嫌気状態で2週間培養し、▼pHを測定して未接   

種培地との差が0．5以上のものを陽性と判定した。  

4．分離菌の発酵生成物  

1）ガス組成：mTGCB培地の入ったスミスの発酵管でA群及びB群の細菌（1021、1028）を   

65ウC、72時間培養し、産生したガスを島津製のガスクロマトグラフGC－3BTを使用してガ   

ス組成を分析した。  

2）有機酸組成：TYG培地で650c、72時間培養したA群及びB群の細菌（1021、1028）の培養   

液を昭和電工製の有機酸分析器（ShodexOA）を使用して有機敢組成を分析した。  

5．培蚕至適温度   

rnTGCB培地をマグネットの回転子の入った小試験管（15Ⅹ150mm）に8血ずつ分注し、  

1200c、15分間高圧滅菌した培地にmTGCB培地で培養した新鮮なA群の細菌（1021）を0．1nL接  

種し、流動パラフィンを重層後、50∋cから2．50c間隔で72．50cまで調整した恒温槽で培養し、1一－  

2時間間隔で600nmの吸光度を島津製のBaosch＆LombSPECTRONIC70を使用して測定した。  

6．耐熱性の測定  

1）胞子懸濁液の調整：A群の細菌（1022）をTPY培地（パクトトリプトン1．5g、フィトン   

ペプトン0．5g、酵母エキス0．3g、チオグリコール厳ナトリウム0．05g、精製水100扉、   

pH7．5）に65ひCで20日培養し、その培養液を遠心分離（5Mr pm、20分）し、滅菌精製水で   

洗浄、これを2回繰り返しpH7．0のリン酸緩衝液に懸濁した。この懸濁液を1000c、10分加熱   

して胞子懸濁液とした。保管は通常50Cであるが、長期に保管する場合には－300cで保管した。  

2）致死時間（LD5。）の測定：胞子懸濁液（1022）をmTGC培地で10倍に希釈、この希釈   

をTDT官（外径7皿、長さ120皿）に1血ずつ分注し、ミクロバーナーで熔封後、一定温度に   

保持した恒温油槽中で所定時間加熱し、流水中で急冷後、そのまま65むCで2週間培養した。各   

時間ごとに4本ずつ測定し、増殖本数よりLD川を算出した。すなわち、4本中2本が増殖し   

た時の加熱時間を算出した。  

3）D値の測定：LD5。の測定と同じようにして121．1〇cで所定時間加熱し、流水中で急冷後、そ   

のまま650cで2週間培養した。冬時間ごとに20本ずつ加熱し、増殖本数より確率により残存胞   

子数を算出し8）、生残曲線より求めた。  

結果及び考察  

1．細菌の分離   

カラギーナン中の嫌気性の好熱性細菌の胞子数を測定した結果、Tablelに示すようにmTGC  

を用いてMPN法で算出するとお0／g（コンピュータで計算）である。希釈倍率1000倍における  

増殖本数より確率りで算出すると510／gであった。また、mTGCAで求めた胞子数は675／g  

であった。これらの培地申で増殖した細菌から純粋培養により13株分離した。好気性の好熱性細菌  

の胞子数は450／gであった。   

また、TabIe2に示すようにF。が25以上でも生き残る耐熱性の細菌が存在すろことが分かった  

ので、これより15妹分乾した。  

2．分離菌の生物学的諸性状   

好気性の好熱性細菌18株を常法に従って同定した結果、いずれも且5血相抽椚乃噌ゐfJ鮎であっ   
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Tablel．Corbmi†lationof carrageenanwith thermophiles  

Quantity of Growth   Numbersof coloTlies  
Sample  

examind（g）  
mTGCa）   mTGCAbD   DTA亡）   

0．1   ＋十＋＋十＋＋＋＋十   

0．01   十十十十十十十十十－   9，7，6．5   5．5，5，3  
0．001   ＋＋＋＋一－－－－－   

a）tncubated for14days at65℃anaerobically．  

b）Incubated for7days at650c anaerobica11y．  

C）Incubated for4 days at55℃aerobically．  

Table2．Heat resistance of thermophile spores  
isolated fromcarrageenan．  

Fo Valuee Numberof positivegro明h   

（min）   山bes（perlOtubes）   

9，9   10   

14．6   10   

20，0   10   

25．3   8   

29．3   6   

35．1   

た。   

嫌気性の好熱性細菌劫株について諸性状を試就した結果、Table3に示すように2群（A群、B  

群）に分けられ、A群の細菌は培を分解してガスを産生し、また、ミルクを凝固し、チオ硫酸塩及  

び亜硫酸塩を還元して硫化水素を産生するが、硫酸塩は還元しない二 B群の細菌は普通の培地では  

発育が悪く、クックドミート培地及び鉄ミルク培地で僅かにガス産生が認められたが、ミルクは凝  

固しなかった。チオ硫鞍塩を分解して硫化水素を産生するが、硫酷境及び亜硫酸塩は還元しなかっ  

た。   

好熱性偏性嫌気性有芽細胞菌で硫化水素を産生し、缶詰の変敗原因菌としてよく知られている細菌  

としてC．一助∝gffc〟桝あるいは皿矧叫何h肋灯油川＝極竹折厄彿があるが、A群の細菌はガス産  

生能、ミルクの凝固及び糖の分解能などの点でこれらと異なる。また、ガスを産生しミルクを凝固  

させる細菌としてCわ5frfdf“桝fん〝，〝β5αCC血相抄抽〝研があるが、静化水素産生能の点で異なる。   

Bergey，sManualofSystematicBacteriology（vol．2）に掲載されている好熱性偏性嫌気性有  

芽胞細菌でこれら以外の細菌にはCk由壷肋晰血那鯨油油叫痛血憫C如か撼血“肋≠肌肋叩  

Ck油壷施用〃脚Ⅶd那加劇中b克脚．Cわ5fパ血椚f励桝∂5〟ゆ正昭㈹などがある。A群の細菌  

はこれらの細菌の中でC．抽卯即妙励那勅伽血冊と生物学的性状がよく一致していた。しかし、  

B群の細菌はこれらと一致するところがなく同定できなかった。   

これらの分離菌は胞子を形成するが、その形成能は弱いので、形態、位置を観察することは出来  

なかった。   
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Table3．Characteristics of theisolates．C．thermaceticumand C．LhermohydTOSu拘ricum  

GroupA   Group B   C．J如”乃α一a）  c．fんβr桝○々頭rか三）  
Item  

（1021．1022）  （1028．1029）   Cgffぐ〟桝  5〝拘rr亡〟桝   

Optimumgrowthtemp．（℃）   65－70   65－70   55－60  67一－（沿   

Hydrolysisof gelatin  

Diges也onofcoagulated   

eggalb11min  

Digestionofmeat  

Reactionin milk   ACG   G   C   

Reductionof nitrate  ＋   

sulfite   十  ＋  T   

thiosulfate   十   ＋   十   

Sulfate  

Gasfromglucose  十   W   ＋  

Acid from 

arabinose  ±   

rhamnose  
耳：   

Ⅹyl岱e   ＋  ＋  ＋   

gd包CtOSe   ＋   十   W  ＋   

glucose   十   十   ＋  十   

mannOSe   十   ＋   十   

lact岱e   ＋   W   d   

汀仏1tose   十  ＋   

SuCrOSe   十  ＋   

rarfinose   ＋  d   

inuline  

Sねrch   十   W   ＋   

salicin   ＋  十   

sorbitol  d   

mannitol  d   

Ce1lobiose   ＋  十   

a）Bergey’s manua10f systematic bacteriolog（Vol．2）．十‥90－100％positive士：61－80％   

positive d：40－60％positive 耳＝11－39％positive －：90－100％negative   

A：Acid C：Coagulation G：Gas W：Ⅵ短ak   

mTGCA上から分離した13株は9抹がA群の細菌で4珠がB群の細菌であった。また、F。が  

25以上の加熱で生き残った15株は5株がA群の細菌で10株がB群の細菌であった。尚、F。が35の  

加熱で生き残った1抹はB群の細菌であった二  

3．分離菌の発酵生成物   

A群の細菌（1022）について、生成ガスの組成をTable4に示した。約86％が炭酸ガスで残りは  

水素ガスであった。また生成有機酸の組成は、乳酸が多量に生成された。従って、この点からもA  

群の細菌はC．摘卯那㊥か路勅加東紺と一致する。り B群の細菌（1028）のガス産生能は弱く僅  

かしか産生しないが約70％は炭酸ガスで、生成有廃酸は酢酸が主で、乳酸の生成は認められなかっ  

た。   
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Table4．Fermentation products from glucose by  
Groups A and B  

Group A   Group B  
Fermentationprducts  

（1021）   （1028）   

Gas叫   ％   ％   

Hz   14   31   

CO2   84   69   

Organicacidsb）   mg％   mg％   
Acetate   38．4   73．0   

Lactate   99．5   trace   

Pyro－glutamate   74．0   41．4   

Iso－butylate   trace   4g．9   

a）Incubatedwith mTGCB（mTGCwithout agar）   

medium for72hrs at65℃．  

b）l11Cubated with TYG rnediumfor4days at65℃．  

4．分離爵の至適温度   

A群の細菌（1021）の増殖における至適温度はFig．1に示すように高温で650cから700Cであっ  

た。また、B群の細菌（1028）も7ぴC付近が至適温度であった亡  
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5．分離菌の耐熱性   

A群の細菌（1022）の胞子の耐熱性をmTGC培地中で行った結果、Fig．2に示すように1三げC、  

1250c、1300cのそれぞれのLD5。は48．3、13．3、3．8分でZ値は8．80cであった。121．10cにおける  

D値はFig．3に示すように7．5分であった。  
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Fig・3SurvivalcurveforsporesofGroup  
A（StrainNo・1022）heatedinmTGC  
mediumat121．10c   

Fig．2 Thermaldeathtimecurveof  
SpOreSofGroupA（Strain  
No．1022）  

B群の細菌については胞子の耐熱性は測定しなかったが、Table2においてF。が35でも生き残  

った細菌はB群であるのでA群の細菌より少し強いものと思われる．⊃  

要  約   

力ラギーナンから非常に耐熱性の胞子を形成する好熱性偏牲嫌気性細菌を分離した。   

これらの細菌は生物性状から2群（A群、B群）に分けられ、A群の細菌は発酵によって主に  

炭酸ガスと乳酸を産生する。また、ミルクを凝固し、亜硫酸塩を還元して硫化水素を産生する。  

また、増殖至適温度は650cから700cであったっ塘の分解能など生物学的諸性状からA群の細菌は  

C．′カg珊○わ・dr¢Sゆわc＃研 と同定された。しかし、B群の細菌は生成有機酸が酢酸であろ点は  

C．′血粁けⅠαCgfic〟∽に類似するが、ガス産生能、亜硫酸塩の還元、糖の分解能、至適温度などの点  

が異なり結局同定出来なかった。   

このようにカラギーナンからF。が測以上の殺菌でも生き残るガス産生の好熱性細菌が分離され  

たことは、この原材料を使用して製造した低酸性飲料缶詰を加温販売する場合には膨脹変敗になる  

可能性があるので注意して製造しなければならない。  
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