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ＨｅａｔｒｅｓｌｓｔａｎｃｅｏｆｓｐｏｒｅｓｏｆｆｉｖｅｓｔｒａｉｎｓｏｆＡﾉﾌﾞclyc/o6aciﾉﾉ"sacido（Ｇ７γCs(risisolated

fromspoiledacidicdrｉｎｋｓｗａｓｓｔｕｄｉｅｄ、Sporulationbyculturingat45℃onstandard

methodagaI･ａｄｄｅｄｌＯＯｐｐｍｏｆＭｎＳＯィａｎｄ0.08％ofcitricacidbroughtgoodyields

andsufficientheatresistancewithallstrains・

Ｕｓｉｎｇｔｈｅｓｐｏｒｅｓｏｂｔａｉｎｅｄｕｎｄｅｒｔｈｅcondition，heatresistanceofthestrainswas

cｏｍｐａｒｅｄｉｎＤ鍔insaline・Ｔｈｅｖａｌｕｅｏｆｏｎｅｓｔｒａｉｎｗａｓ２０､１minutes（z＝7.1℃)，while

thevaluesofotherfburstrainesrangedfrom1.3ｔｏ２．２minutes(z＝5.9-6.9℃)．

ＩｔｗａｓｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔＡ．αc/”/e〃Cs/がScouldhavelO-foldhigherheatresistance

thnnthateverk1rlown．

Keywords：heatresistance，′1/ichﾘcl0baci〃!(sacid0ferresﾉﾉ･is，acidicdrinks，Ｄｖａｌｕｅ

好酸性有芽胞ＩＭｉＡﾉﾌﾞCu/cmbaciﾉﾊｲsacfdme7γCs/（ｓが酸性飲料において変敗ljX因菌となること

が見出されて以来，その迅速同定法および検査法などについては大いに進歩を遂げた!~．．

－万で，その耐熱性については，酸性飲料の殺菌条件と比較して，非憾に高いことは知られて

いたが，実際にはどの程度の範囲にあるものかについては情報が十分とは言えなかった．

そこで筆者らIik，これまでに:i2Hiliの酸性飲料において変敗原因菌として分離した八．pcfd0/８７７Gsがiｓ

５繭株を)Hいて，その耐熱性評llliを試みた．その結果，重要と思われる知見を得たのでここに報

告する．

実験方法

１．使用菌株

容器缶詰酸'1k飲料の変敗品から，原因菌として分離したＡﾉﾉCu/c/obacﾉﾉﾉ"ｓ“idO/e〃esf汀s

Tml701（ＡＧ１５))，TIF1702（ＡＧ２ｓ))，Ｔｍｌ７０３（ＡＧ３５))，TIF1704,TIF1705を使用した．

２．芽胞懸濁液の調製

1）種培養液のiiMl製各菌株をTYG培地（バクトトリプトソ10.09,酵母エキス２．０９，グルコー

ス5.09,無fW水1,000mQ；ｐＨ3.5）で45℃にて３日間培養し，jmi培護液とした．

2）芽胞形成培地芽胞形成は櫟準寒天培地（以下ＳＭＡ，栄研）を基礎培地とし，MnSq

lOOppm添加あるいは無添加，さらにクエソ麟添力Ⅱ澱0.04％あるいは0.08％とした４種類の培

地を使用した．ＴａｂＩｅｌに示したように，各培地をＡ，Ｂ，Ｃ，Ｄとした．なお，ＭｎＳＯ４は

培地の殺菌iiiに，クエソ酸は10％水溶液を殺菌後に添加した．Ａ，Ｂ，Ｃ，D4iiiRの平板に，
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各菌株の種培義液を0.111m塗抹し，４５℃で10日IHI培錐した．

3）芽胞の回収培漉後，顕敵鏡観察にて芽胞の形成が確認できた平板については，繭苔を扱き

取り，生理食塩水に懸濁した．殺菌前に入れておいたガラスピーズにて，試験瀞ミキサーでｌＣ

分間極排した．冷却しながら超音波処理を20分１１M行った．述心分離（4,800×９，１５分１１１１）に

より洗浄した．洗浄は生理食塩水で２回行った．生理食塩水に懸濁し，東洋が紙５Ａで無i鋤ｉ
過後，７０℃で10分ＩＩｌＩ加熱し，流水にて冷却した．便）i]時まで５℃で保存した．

３．芽胞数および生残菌数の測定

芽胞懸濁液の10倍希釈液１，２をTDT管（７mmJx105mm）に入れ，ガスバーナーで傭封し，恒

温槽中にて所定温度および時間加熱後，流水中で冷却した．芽胞収量の評価に際しては，７０℃，
10分間の加熱条件を採用した．

冷却後，TDT幟をDM脚し，生理食塩水で適宜希釈した．100ppmのＭｎSOJを加えたＳＭＡに，

あらかじめ殺繭しておいた10％クエソ酸水溶液を股終淡度0.08％になるように加えた培地に混釈，
平板とした．培養は45℃で行い，TIF1701

～1704は７日間，TIF1705については蝋殖Table１．Sporulationmediausedinthissmdy．

が遅いため14日間培雄した．出現したコロ

ニーを計数し，２枚の平板での結果を平均

して菌数を求めた． 謡鵲’二瀞１A:('鱒
Ａ 0.04％

0.04％'８ lOODDm

結果

１．芽胞形成条件の検討

1）芽胞形成培地の芽胞収lltによる評価

耐熱性評価に際しては，十分な芽胞収

量が必要とされる．そこで，Ａ～Ｄ各培

地による芽胞収赴を，平板４枚分の菌苔

を25,mの生理食塩水に懸濁したときの懸

濁液の渡度として比較した．TIF1701～1705

を用いて各条件で得られた芽胞濃度を

Ｔａｂｌｅ２に示した．

Trn705をＡ培地で培護した場合は，

顕微鏡観察において芽胞形成が認められ

ず，懸濁液は調製しなかった．この組象

合わせをのぞいては，すべての菌株，条

件において10ｲＣＦＵ/､１０以上の芽胞濃度

が得られた．中でも，Ｄ培地での芽胞収

量がいずれの繭株においても股も多かっ

た．

2）芽胞形成培地の芽胞のＤ値による評価

芽胞形成条件は，芽胞収鎚だけでなく，

耐熱性にも彩響を与える場合があること

が知られている．そこで，Ａ～Ｄ各培地

で得られた芽胞懸濁液を)Ⅱいて生残1111線

Ｃ 0.08％

0.08％１m 1ｎｎｎｎＴＴ１

Table２．Sporeyieldswithvarioussporulation
mo[lirL

SLrainlMediumSporedensity（CFU/ln9）
Ｔｒ１７０１ＡＬＯｘｌＯＧ

gｇｘｌＯ５1８

⑯ ｚ５ｘ１０〔

Ｌ１ｘ１０７|■

ＴＩＦ1７０１ ＬＯｘ１０ｃＡ

|月 2.4Ｘ１０６

■ ４．ｌｘ１０５

、 ２．ｌｘ１０７

TIFl70【Ｉ Ａ 3.3ｘｌＯ４

lＢ ＺＯｘ１０４

Ｃ Ｌ６ｘ１０８ｉ

3.2×１０９|ロ

TIF170d ６－７×１０５Ａ

5.7×１０６|目

② 4.2×１０９

ｇ－１ｘｌＯ６|回

ＴＩＦ1705 Ａ

円 Ｌ４ｘｌＯ４

Ｃ 8.7×１０５

、 ６．８ＸｌＯｃ
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を求め，算出したり値より耐熱性を比較

した．結果をＴａｂｌｅ３に示した．

影響を最も強く受けたのはTIF1702で，

Ｄ培地を用いた場合、ｇｏが11.5分だった

のに対し，Ａ培地では2.1分と５倍もの

較差が見出された．比較的影響の小さかっ

たTml704および1705においても，培地

により２倍の差が認められた．したがっ

て，今回調査した八．αCf`O/er7es/γｉｓ

５菌株に関しては，芽胞形成培地の違い

が耐熱性に大きく影響することがわかっ

た．

Ｔ正､1702～1705においては，Ｄ培地で

得られた芽胞の耐熱性が股も高かった．

一方，Tml701ではＢ培地で得られた芽

胞の、､が9.2分と股高であったが，Ｄ培

地においても、goが8.8分とほぼ同等の耐

熱性を示した．したがって，芽胞の耐熱

性という点からも，Ｄ培地での芽胞形成

により，よい結果が得られた．

Table３．，valuesofspor1esobtamedbymcubation

onvarioussporulationmedia・SalinG
wasuRFb｢ＩＨｇｍｅｎＲＩｎ１Ｉｌｍ－

Strain
-

TIF､1701

､,｡（ｍin.）Ｄｉｃｏ（ｍin.）
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９．２

３．２
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４．２
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TIFl702

TIFl702

PUDご'７０４

ＴＩＦ１７０Ｆｉ

２．１

１．６

３．５

２．供試菌株の耐熱性評価

芽胞形成培地として股も適当であったＤ

培地を用い，TIF1701～1705の５菌株の芽

胞の耐熱性について，より詳細に調査した．

ＴＩＦ1701～1704については９０．０，９２．５，

９５．０℃，Ｔ正､1705では95.0,100.0,105.0

℃の各温度における、値を測定した．これ

を死滅曲線としてＦｉｇ．１に示した．また

算出したｚ値をＴａｂｌｅ４に示した．

９５℃における、値を比較すると，Ｔｍ1701,

1702,1703,1704で各々１．３，１．９，１．７，

２．２分とほぼ同等であったのに比べ，

T正､1705は20.1分と他の４菌株の約10倍も

高かった．TIF1705は]００℃および105℃

での加熱においても、値が各々3.5分および

0.8分と非常に高い耐熱性を示した．２値

は，５菌株とも5.9～7.1℃とほぼ同じ値を

示した．
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Fig.1

考察

耐熱性菌による変敗を防止するためには，
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その耐熱性を適切に評価することが不可欠でTable４．zvaluesofsporesofuscdstrains．
あるこのとき，少なくとも過小評価を避けThevalueswerecalculatedfrom
ろために，十分な量の，できるだけ上限に近TDTcurvesshowedinF1gJ

い耐熱性をもつ芽胞を用いることが必要とな

る．

そこでＡ・ａｃｊｚ/､にγγCs【γisの耐熱性評価の

ため芽胞形成条件を検討した．使用しやすい

標準寒天培地を基礎培地とし，クエソ酸および

Ｓｔｒａｉｎｚ（℃）

TIF1701６.Ｏ

ＴＩＦ１７０２６．４

TIF1703５．９

TIF1704６．９

ＴＩＦ1705７．１

MnSo4の与える影響について調査した．検

討した条件は，クエン酸は最終濃度0.04％および0.08％，ＭｎＳＯ`については無添加および100

ppmとした．

芽胞収迅に関しては，クエソ酸およびＭｎＳＯ４の効果は菌株によって傾向が異なり，はっきり

しなかったが，どの菌株でもＤ培地において股もよい収量が得られた．全体に収哉の少なかった

T正､1703においても，Ｄ培地では耐熱性評価に必要と考えられる105CFU/、以上の濃度が得られ

た．Ｄ培地と他の培地とでは，最低でも１桁以上の差があり，中でもTIF1705では，2.7桁もの

較差があり股も大きかった．またTml705は，Ａ培地で芽胞形成が認められなかったこともあり，

培地の影響を受けやすいと思われた．

耐熱性に関しては，試験した５菌株はいずれも芽胞形成培地の違いが、値に影響を与えた．芽

胞形成培地におけるl00ppmMnSO4の添加の効果は明瞭で，最も強く影響を受けた，Ｔｍｌ７０２

でのクエソ酸0.08％添加時には，Ａ培地で、"が2.1分であったのに対し，Ｄ培地では11.5分と５

倍以上耐熱性が増加した．その他の菌株についても，ＭｎＳＯ４の添加により芽胞の耐熱性の増加

が認められた．その幅は，クエソ酸0.04％の場合1.3～3.0倍であったのに対し，クエソ酸0.08％

においては2.1～5.0倍とより大きい傾向にあった．

クエン酸濃度から見ると，耐熱性への影響は復雑で，ＭｎＳＯ`の添加に依存し，また菌株によっ

ても挙動が異なった．TIF1701およびTIF1704では，ＭｎＳＯ‘を添加しない場合には，クエソ酸

0.04％で耐熱性がより大きく，0.08％に対し各々2.0および1.4倍であった．Ｔ正1702および1703

ではクエソ酸濃度の影響は認められなかった．これに対し，ＭｎＳＯ`添加時においては，TIF1701,

1703および1704にはクエン酸濃度は影響しなかったが，Tml702および1705は，クエソ酸0.08％

では0.04％よりも、値が1.6～1.7倍に増加した．

これらを総合すると，いずれの菌株においても培地への100ppmのＭｎＳｑ添加は，形成した芽

胞の耐熱性増加に効果があり，このときクエソ酸添加鼓を0.08％とすることが，より高い耐熱性

を引き出す可能性があることを示している．

最も良好と評価されたMnSO4100ppmおよびクエソ酸0.08％添加の条件を採用し，

八．acidり/ｅ７７ＢＳＺ７ｉＳ５菌株の耐熱性を菌株１１１１で比較した．Ｔ正､1701,1702,1703,1704の４爾株

においては同程度の耐熱性が認められた．これら４菌株の耐熱性はＤ鰯で1.3～2.2分，ｚ値が

5.9～6.9であった．これまでに好酸性菌の耐熱性については，鈴木`)，Yamazakiらｱ)，山崎ら`）

により報告されているが，いずれも今回調査したＴｍ1701,1702,1703,1704と同程度の値であっ

た．おそらく，Ａ・acidｂ/eγγesj7jsの一般的な耐熱性は，これら４菌株程度のものと思われる．

しかし，Ｔ正1705においては、燭が20.1分と約10倍の耐熱性を備えていた．Tml705の耐熱性は，

これまでに報告されている値に比べても遥かに高く，今までで最高の耐熱性を持つことがわかっ
た．

好酸性菌による変敗は，本菌が産生するグアヤコールが，薬品臭として認められる場合がほと
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んどである．異臭の程度と最終的な到達菌数との関わりについては不明であるが，変敗事例にお

ける筆者らの経験では通常，変敗品に認められる菌数はかなり少ない，仮にごくわずかな増殖に

よっても異臭が生ずるのであれば，製品のｐＨが至適に近いこともあり，酸性飲料において好酸

性菌を制御の対象としなければならない場合，低酸性飲料の殺菌条件に準ずるような，高い菌数

制御が要求される．また山崎ら8)の報告によると，Ａ・acidDfcrresjrisの芽胞は，ａ”ﾉﾉ!⑬属の芽

胞と異なり，低ｐＨの加熱培地においても耐熱性の減衰が認められないという．

さらに本報で筆者らが指摘したように，好酸菌には非常に耐熱性の高い菌株も存在することを

考慮すると，殺菌条件や原料管理を含めた製造条件の設定は非常に慎重に行う必要があると考え

られろ．

要約

酸性飲料の変敗原因菌として分離された好酸性菌Ａ，“/"/e77esfγｆｓ５株について，芽胞の

耐熱性を調査した．５株すべてにおいて，100ppmのＭｎＳＯ`と0.08％のクエン酸を添加した標準

寒天培地で形成させた芽胞が，収迅，耐熱性ともに良好であった．

供試菌株５株の耐熱性分布は，４菌株がＤ鱒が1.3～2.2分（ｚ＝5.9～6.9℃）の範囲であった

が，１菌株はＤ鶉が20.1分（ｚ＝7.1℃）と，他の４菌株の約10倍の耐熱性を示した．これまでの

Ａ・acfdDjc7res/γisの耐熱性に関する報告よりも，非常に耐熱性の高い菌株が存在することが明

らかとたった．
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