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C血由■fゐ〝乃fゐg〃プ紹Cgオブc〟∽の胞子の発芽および  

増殖に及ばすpHと有機酸の影響  

池上 義昭、遠田 昌人，加瀬谷マリ，小池寿美江  

EffectsofpHandOrganicAcidsonGermination  

and／orOutgrowthofClo虔tridiumthermaceticumSpores  

YoshiakiIkegami，AtsuhitoEnda・MariKasetaniandSumieKoike  

ExperimentswerecarriedouttodeterminetherelativeeffectsofpHvaluesandvarious  
organicacidsongerminationand／oroutgrowthofClostYidit｛mthmnaceiicumsporesbyMPN  

methodwith mTGCmedium adjustedpH value aLteranaddition ofO．2and O．4per Cent  

Organicacids．  

Itwasfouhdthatlactic，adipic．fumaricandgluconicacidshadsignificantinhibitoryeffect  

onthegrowthofthesporesinmTGChavingapHbelow6．0．However、Citricandacetic  

acidshadnoappreciableeffectonthegrowthofthespores・TheoptimumpHfotthegrOWth  

Ofthesporeswasapproximえtely6．5．   

TheeffectsofpHvaluesandtheadditionoflacticacidontheheatresistanceofthespores  

Wereinvestigated，   

Themedianlethaltime（LT5。）ofthesporesat130℃inmTGCatt）H5．5，6．Oand7．Owere  

lO．0、14．Oand19．3minutes，reSpeCt富vely．Ontheotherhand，thoseofthesporesinmTGC  

addedO．4％lacticacidwere9．0．13．3and18．7minutes，reSpeCtively．Therefore，theresults  

showed that a decrease of pHinmTGC caused a corresponding decrease on the heat  

resistanceofthesporesandthesporesinmTGCaddedlacticacidhadslightlydecreaseof  

these resistance at pH ofallrangeexamined．However．－lactic acid orpH value had no  

appreciableeffectontheDvalueofthesporesdeterminedbyMPNmethodwithmTGC，the  

D13。Valuewas3minutes．  

Keywords：C．1hennGCetitl（m，pH，Organicacid，gTOWth．heatresistance，SpOre．  

コーヒーやしるこなどの低酸性飲料缶詰がホットベンダーで加温販売されたときに起こるフラ  

ットサワー棟変敗の主な原因簡は硫化水素産生好熱性偏性嫌気性細菌のCわざ′r寝言z（∽ 〃把r  

軌灯頭h憫であることが知られているトヰ）．この細菌胞子は耐熱性が極めて強いため，この胞子  

に汚染されている原材料を使用して缶詰を製造する場合、加熱殺菌だけで本筒胞子を死滅させる  

ことは実用上不可能である．従って、加熱殺菌以外の方法でこの細菌の増殖を阻止しなければな  

らない．この菌による変敗防止対策として，食品のpHや水分活性を低くしたり，抗菌性のある  

乳化剤，例えばショ糖脂肪酸エステルの添加ト7〉，あるいは紫外線殺菌8、叫した憤材料を使用す  

るなどが考えられる．   

本簸ではこのC．班gJ刊（打gJわヱ〃児の胞子が発芽および増殖にpHや添加した有機酸がどのように  

影響されるかを試験した．   
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実 験 方 法  

1．供就菌棟   

ミルク人I）コーヒー缶詰より分離したC．鹿川JαCg′加研（24－1）を使用した．  

2．胞子懸濁液の調製   

変法TGC培地（日水製薬，mTGCと呼ぶ）に寒天末を除いた組成の培地（mTGCB）に  

lⅥTGCで24時間培養した培養液を移植し，55℃で15日間培養して胞子を形成させた．この培養  

液を遠心分離（5000rpm，20分）し，滅菌構製水での洗浄を2回繰り返し，生理食塩水に懸濁さ  

せた．この他子懸濁液を東洋ろ紙Nα5Aで無菌ろ過して胞子塊を取I）除いた後，100℃、10分間  

加熱して栄養細胞を死滅させると同時に活性化させた．保管は通常5℃であるが，30t］間以上の  

長期にわたる場合は－30℃とした．  

3．胞子数の測定  

mTGCにクエン酪，乳酸（85％－92％であるが90％としで計算）．酢酸，アジピン酸，7マ  

ール酸およぴグルコン酸を0．2％およぴ0．4％加え，塩酸または苛性ソーダで所定のpHになるよ  

うに調整した培地に胞子懸濁液をmTGCで希釈して移植後，55℃，3叩間培尊して5本ずつの  

MPN法で胞子数を測定し，コントロール（有様酸を添加しないmTGC）と比較した．胞子を  

移植した後は流動パラフィンを重層して100℃、10分間加熱，冷却後培養し，培地の滞りによっ  

てその増殖を判定した．なおpHは培地を殺菌した後の値をその時のPHとした．  

4．致死時間（」T5。）の測定   

pHを5．5，6．0およぴ7．0に調整したmTGCおよぴ0．4％の乳酸を添加したmTGCに胞子懸  

濁液を胞子数が1．0×105／m引こなるように移植し．TDT管（外径7m．長さ120mm）に1meず  

つ分注後．ミクロバーナーで熔封した．これを125，130および135℃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55℃で30日間培養した．各時細ごとに4本ずつ測定し、  

増殖腸性本数よりLT5。（増殖慢性が50％のときの加熱時間）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致死時間（LT5。）として算出した川．  

5．D値の算出   

生理食塩水中に懸濁液した胞子をTDT管に1m£ずつ分注し．ミクロバーナーで熔封後，  

130℃に保持した恒温油槽で所定時間加熱し，浸水中で急冷後、pHを5．5および6．5に調整したm  

TGCおよぴ0．4％の乳酸を添加したmTGCを使用して．55℃．30日間培養して5奉ずつのM  

PN法で胞子数を測定し，生残曲線を描き．その勾配によI）D値を求めた．  

実験結果及び考察  

1．発芽及び増殖に対するPHと有機酸の影響   

CJカぞ〃乃βビg血‘J乃の胞子が発芽串よび増殖するとき、pHやクエン酪 酢酪 乳声軌 アジピン  

酸．フマール酸およぴグルコン酸の6種類の有機酸がどのように影響するか詞べた．  

クエン醸および酢酸の存在はFig．1およぴ2に示すように発芽および増殖にはほとんど影響せず，  

コントロールの場合と同じ程度であったので，これらの有機酸はこの濃度（0．2％およぴ0．4％）  

ではあまり影響しないと考えられる．   

乳酸，アジピン酸，フマール酸およぴグルコン酸の存在はFig．3，4仁5およぴ6に示すようにpH  

6以下よりi恭加された有機酸の濃度によって細菌の増殖を抑制した．特にフマール酸が最も強く  

抑制し．アジピン酸，グルコン酸，乳酸の順であった．   

これらの結果から，pHが6．0以下になると増殖可能な胞子数は急激に減少し，pHが5．0以下で  

は実際の初期胞子数より4桁以下になる．またいずれの場合も至適pHは6．5前後であった．   
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Fig．1．EffectsofpHandadditionofcitric  

acidongermination and／or9utgrO、Vthof  

C．1hermacelictLm SpOreSin mTGC・  
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Fig．2．Effects of pH and addition of acetic  

acid on germination and／oroutgrowth of  

C．thermaceticum sporesin mTGC．  
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Fig．3．Effects ofpH andadditionoflactic  

acidon germinationand／oroutgrowthof  

C．1hermacelictL7nSPOreSin mTGC．  

5．0  5．5  6．0  6．5  7．O  

pH  
Fig．4．Effects ofpH and addition of adipic  

acid on germination and／oroutgrolVth of  

C．1hermacelicum sporesin mTGC．   
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Fig．5．EffectsofpHandadditi。n。ffumaric  Fig．6・EffectsofpHandadditionofgluconic  

acidongerrninationand／oroutgrowthof  aCidongerminationand／or outgrowthof  

C・thermaceticumsporesinmTGC．  C・ihermaceticumspbresinmTdc・   

著者ら12・13〉は先にjおd肋岱属の細菌胞子でその増殖に及ばす有橡酸の影響について、且  

如伽殉職は乳酸と酢酸卜臥飽砂適職はフマール酪，酢酸およぴクエン酸がpHの低いところで  

増殖を抑制することを報告したが，本菌胞子ではクエン酸と酢酸はほとんど効果な〈，その他の  

有機酸が僅かに有効であっただけであった．また山本ら川はCわざわ磁珊属の細菌に対してアジ  

ピン酸が生育を阻止することを報告している．これらのことから胞子の増殖に及ばす有機酸の影  

響は薗種によって異なると考えられる．  

2．LT5。に及ぼすpHと乳酸の影響   

mTGC中および乳酸を0．4％添加したmTGC中での本菌胞子のLT，。をTablelに示した．  

pHが5．5．6．0およぴ7．0のmTGC中では130℃のLT5。がそれぞれ10．0，14．0．19．3分であり，  

Tablel．Effects of pHand addition oflactic acid on  
medianlethaltime（LT50）of  

C．thermaceticum SPOreS．  

Heating  LT50（min）  

temp．（’C） controI  Lactic acid（0．4％）  

125  ‘11．2  

5．5  130  10．0  

135  2．8  
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0．4％の乳酸を添加したmTGC中ではそれぞれ9・0・13・3・18・7分であづた・胞子の増殖におけ  

る至適pHは6．5前後であったがI耐熱性はp＝7で最も強く・pHが低下するに従って耐熱性は弱  

くなった．一般に耐熱性におけるpHの影響は大きく，中性付近で最も強く酸性またはアルカリ  
性になるほど弱くなると言われているが2・13・1…．本報での結果も同じであった．耐熱性に対す  

る乳酸の影響はほとんど無く、0．4％の添加で僅かに耐熱性を弱めただけであった．有機酸頬の  

細菌増殖抑制作用はその酸の非解離分子が大きく影響すると報告されているが7〉・これは胞子の  

耐熱性にも言えると考えられる．乳酸の存在はZ値においてあまり影響せず8．5℃から8・7℃位で  

あった．  

3．D億に及ばすPHと乳酸の影響   

乳酸の存在は耐熱性におけるLT5。を僅かに減少させるだけであったが、加熱損傷を受けた胞  

子が発芽および増殖するときpHや乳酸がどのように影響するかを試験した．   

一○－pH6・5（qon【rol）   

一「△－pH6・5（0・ヰ％1acti？aeid）   

－●－pH5．5（Contr01）  
△、「▲－pH5．5（0．ヰ％1a亡tic acid）  
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Fig．7．Effects of pH and addition oflactic  

acid on heat resistance of  

C．thermacelict17n SpOreSin mTGC．  

130℃における生残曲線をF；g．7に示した．加熱後の後培地によってD値には影響されず，  

D．30値はどの条件も約3分であった．これは著者ら1乙川が先に報告したβ．♪βかIりWや且  

cβ昭J血揖の胞子の耐熱性においてpHが低くなるに従ってD値が減少した結果と異なっていた．  

この理由はC．仏経傲粕漬ね朋はFig．1，2，3，4，5およぴ6に示したように有機酸の添加によって胞子  

の発芽および増殖にそれほど影響されないためと考えられる．LT5。はpHによって差があるが  

D値では善がなかったのはそのPHで増殖可能な胞子数の差がそのまま耐熱性に差を生じたため  

であると考えられる．  

要  約   

C肋g乃抽プrgJおgJ〝ヱの胞子が発芽および増殖するとき，また胞子の耐熱性に対してpHや有機酸  

がどのように影響するかを検討した．   

乳酸，アジピン酸、フマール酸およぴグルコン酸の存在はpHが6以下では僅かに増殖が抑制   
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されたが．クエン酸と酢酸の存在ではほとんど抑制されなかった．増殖至適pRは6．5前後であづ  

た．   

pH5．5．6．0およぴ7．0のmTGCに懸濁した胞子の130℃におけるLTs。はそれぞれ10．0．  

14．0，19．3分であった．一方0．4％の乳酸を添加した胞子では9．0，13．3，18．7分であぅた．従っ  

て胞子の耐熱性はpH7が最も強く1，pHが低くなるにつれて弱くなI）、乳酸の存在は耐熱性にそ  

れほど影響を与えなかった．D値はpHや乳酸によってほとんど影響されず，D13。値は3分であ  

った．  
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