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混合茶の成分，ｐＨおよび栄養条件の影響

中尾浩，遠田昌人，松井智江，吉本周

Influencesoflngredients，pHandNutrientsofCannedBlendTeaDrink
onAntibacterialActivityforBaciZAJssjearDtheImOlDhi/Z/日

HiroshiNakao，AtsuhitoEnda，ＴｏｍｏｅＭａｔｓｕｉａｎｄｌｔａｒｕＹｏｓｈｉｍｏｔｃ

Ｉｎａｐｒｅｖｉｏｕｓｐａｐｅｒ，ｔｈｅａｕｔｈｏｒｓｒｅｐｏｒｔｅｄｔｈａｔｃａｒｍｅｄｂｌendteadrinkGhadan

antibacterialactivityforBacfﾉﾉzzssfea70"jer"２０ｶﾉzﾉﾉﾌﾟｨｓＢＬＴ，whichｗａｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍａ

ｃａｎｎｅｄｂｌｅｎｄｔｅａｄｒｉｎｋｓｔｏｒｅｄａｔｈｉｇｈｔｅｍｐｒａｔｕｒｅ、Ｉｎｔｈｉｓｐａｐｅｒ，ｓｅｖｅｒａｌｍｏｄｅｌ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｗｅｒｅｃａｒrｉｅｄｏｕｔｔｏａｎａｌｙｚｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ，ｐＨａｎｄ

ｎｕｔｒｉｅｎｔｓｏｆｃａｎｎｅｄｂｌｅｎｄｔｅａｄｒｉｎｋＧｏｎｔｈｅａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙｆｏｒ８．ｓ(“わ．

i"eγ"10,ﾉM/z↓ｓＢＬＴ、Resultswerefollowedby：(1)theingredientsofcannedblendtea
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既報!'にて８種の混合茶飲料缶詰に，高温保存の混合茶飲料缶詰から分離されたazcjﾉﾉ1Js

sieamfAe7"JOP/ｉｆ/z(ｓＢＬＴを接種し，培養したところ，増殖曲線の傾向に差述が認められた．す

なわち，分離菌の増殖曲線が増加する傾向を示すＩ型，不変傾向を示す11型，および減少傾向を

示す111型である．しかし，混合茶飲料缶詰極により増航曲線の傾向に差違が生じる原因は不明で

あった．

一般に，微生物の増殖に関わる環境条件として，溶存酸素濃度，水分活性，温度，ｐＨ，栄養

条件，生物膜担体，抗菌活性物質および増殖促進活性物質の作用が考えられる．一方，既報の試

験方法において，溶存酸素濃度，水分活性，温度，生物膜担体の影響の条件は同様であるとみな

せる．従って，混合茶飲料缶詰種間における分離菌の増殖の差違は，ｐＨ，栄養条件および混合

茶成分に含まれる抗菌活性物質または増殖促進活性物質の条件に帰結されろ．

本報において，Ⅲ型の混合茶飲料缶詰Ｇに着目し，混合茶飲料缶詰Ｇが，８．ｓ/eα"‐
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ｌＡｅ７''20ﾚﾉＷ１（ｓＢＬｒに対し，抗菌作用を示す原因を追求することを！]的とした．そのため，混合

茶飲料缶詰Ｇの成分，ｐＨおよび栄養条件が，抗菌作用に及ぼす影響を，数種のモデル実験を行
い，解析したので報告する．

実験方法

１．使用菌株

高温性細菌Ｂａｃｉ"!（Ｓｓ(Ｂａ加ﾉﾉler"loPMj4sBLTの胞子懸濁液4.6x107CFU/mQを使用した．菌
株BLTは商温保存の混合茶飲料缶詰から分離された．予め調製し，５℃にて保存した胞子懸濁

液を，適宜無菌的に採取し，滅菌生理的食塩水にて適当な淡度に希釈し，100℃にて10分間加熱
後，水浴にて急冷し，使用した．

２．試科

混合茶飲料価誌ＦおよびＧを既報'）と同様の方法により除１１Vし，それぞれ試料とした．

ハブ茶（焙焼，小谷穀粉）209に水500n1Qを加え，昇温した．100℃にて90分ｉＩｌ１加熱後，jllI出液
を流水にて急冷し，グラスウールにて瀬過した．iMi夜を0.80/』ｍ，次いで0.45/１ｍのメソプラソ
フィルタにて除菌し，試料とした．

試料Ｇ340ｍにpolyvinylpolypyrrolidone（PVPP）６．８９（SIGMA）を力Ⅱえ，室温にて30分間

批排後，ＰVPPを適紙（ADVANTECNO、２）にて減別した．ilU液を0.80/Kｍ，次いで0.45匹ｍ
のメソプラソフィルタにて除菌した．得られた施液280,0を試料Gpvppとした．以上の操作を
PVPP処理とした．

試料のｐＨおよび穂濃度をＴａｂｌｅｌに記した．

３．培地

試験に用いた培地および培地の調製方法を以下

に記した．

・標準寒天培地（ＳＭＡ培地；栄研化学）

・１０/３ｓＭ水溶液の調製方法を以下に記した．

酵母エキス1.679,バクトトリプトソ3.339,

およびブドウ糖0.679を水200,9に溶解後，

１０％w/v水酸化ナトリウム水溶液にてpH7.1

にiiMHilEした．得られた水溶液を10/３ｓＭ水

溶液とした．

.ＳＭ淡度を変化させたSＭＡ（dcSM．Ａ）培地
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SMUlIL皮を涯化させたSＭＡ（dcSM．Ａ）培地の調製方法を以下に記した．

寒天1.59をそれぞれ加えた10/３ｓＭ水溶液30,2,21,2,15m９，９ｍQおよび2.7,9に，それ

ぞれ水70,9,79m２，８５１mL91mqおよび97.3,9を加え滅菌し，100％，７０％，５０％，３０％およ
び９％ＳＭ．Ａ培地をそれぞれ得た．

ＳＭ濃度（％）

ｄｃＳＭ･Ａ１００７０５０３０９

寒天（９）１．５１．５１．５１．５1.5
10/3sＭホ鍼（、）３０２１１５９２．７
水（nm）７０７９８５９１97-日
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･７０％の試料Ｇを含むdcSM･Ａ（70％G-dcSM．Ａ）培地の調製方法を以下に記した．

100％，７０％，５０％および30％ＳＭ.Ａ培地30m､にそれぞれ試料G70mqを無菌的に加え混和し，

７０％G-30％，２１％，１５％および９％ＳＭ.Ａ培地をそれぞれ得た．

ＳＭ濃度（％）

70％G-dcSM･Ａｌ３０２１１５９

鱒ＭｌＩＩｉＩ；Ｉｉｌ
｡異なる濃度の試料Ｇを含むSＭＡ（dcG-SMA）および異なる濃度の試料Gpvppを含む

ＳＭＡ（dcGpvpp-SMA）培地の調製方法を以下に記した．

ＳＭＡを2.359ずつ採取し，それぞれに水10,m,30,9,501,0,701,2および100,mを加え滅菌し，

試料Ｇまたは試料Gpvpp90mL70mQ，50,2,30,9および0,2をそれぞれ無菌的に加え混和し，

９０％，７０％，５０％，３０％および０％Ｇ－ＳＭＡおよび90％，７０％，５０％，３０％および0％
Gpvpp-SMA培地をそれぞれ得た．

Ｇ濃度（％）

dｃＧ－ＳＭＡｌ９０７０５０３００

謎liill,！『雷`,:『':iⅦiii
Gpvpp濃度（％）

dｃＧＤｖＤＤ－ＳＭＡｌ９０７０５０３０Ｃ

謎…蕊|r;『雷並:i":i,葦
４．分離菌への抗菌作用における混合茶成分の寄与

加熱処理後，滅菌生理的食塩水にて1.2×102,L2x103またはＬ２ｘ１０《CFU/､Uに希釈した分

離菌の胞子懸濁液を１ｍQずつ２枚のシャーレに接種し，dcG-SMAまたはdcGpvpp-SMA培地に

て混釈後，平板にした．５５℃にて培養を行い，１０日後まで検出された集落を計数した．以上の操
作を静菌作用評IIIli平板試験とする．

試料Ｇおよび試料Gpvppを増殖適性試験')に供した．

５．分離菌への抗菌作用に対する栄養条件の影響

加熱処理後，滅菌生理的食塩水にて1.2x103CFU/ｍとなるよう希釈した分離菌の胞子懸濁液

を１，２ずつ２枚のシャーレに接種し，３０％または９％ＳＭ．Ａ培地を24mqずつそれぞれ無菌的に加

え混釈し，平板にした．５５℃にて培養を行い，１０日後までに検出された染落を計数した．

加熱処理後，滅菌生理的食塩水にて1.2×103,1.2×10‘および1.2×105CFU/nmとなるよう希

釈した分離菌の胞子懸濁液を１ｍずつ２枚のシャーレに接種し，７０％Ｇ-30％，２１％，１５％また

は９％ＳＭ.Ａ培地を24,2ずつそれぞれ無菌的に加え混釈し，平板にした．５５℃にて培養を行い，
10日後までに検出された集落を計数した．
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６．分離菌への抗菌作用に対するpHの影響

ｐＨ４．８の試料Ｆおよびハブ茶，また，ｐＨを６．６または６．４に上昇させたそれぞれの試料を増

殖適性試験'）に供した．

ｐＨを上昇させた試料は，１０％w/v水酸化ナトリウム水溶液により，それぞれの試料のｐＨを6.6に

調整し，メソプラソフィルタ（0.45皿、，Acrodisk）にて除菌することにより得た．

結果および考察

１．分離菌への抗菌作用における混合茶成分の寄与

抗菌作用における混合茶飲料缶詰Ｇ成分の寄与を評価するため,dcG-SMA培地およびdcGpvpp

-SMA培地に分離菌BLTを接種し，試料濃度と静菌作用の関係を調査した．結果をFig.１に示
した．

dcG-SMA培地において，静菌作用は，培地に含まれる試料Ｇの濃度の上昇と共に増加した．

このことより，示された静菌作用は混合茶飲料缶詰Ｇ成分によることが判明した．一方，

dcGpvpp-SMA培地においで試料Gpvpp濃度に関わらず,静菌作用は認められなかった．このこと

より,静菌作用を示す成分はPVPPに吸蒜される物質であることを推定した．

ところで，dcG-SMA培地における静菌作用は，試料Ｇの濃度が50％以下のとき，殆ど認めら

れないが，試料Ｇの濃度が70～90％において急激に上昇した．既報'）において，筆者らは特定

の原料を使用した混合茶飲料缶詰に，分離菌に対する一定の抗菌性が認められない原因を，抗菌

活性物質を含む原料抽出液の濃度の差違によると推定した．前記の結果はその推定を裏付ける．

更に，混合茶飲料綺語Ｇの抗菌作用における，ＰVPPに吸着される成分による静菌作用の寄

与を評価するため，試料Gpvppを増殖適性試験に供し，試料Ｇの抗菌作用と比較した．試料Ｇ

は既報'）の試験結果を用いた．結果をFig.２およびＴａｂｌｅ２に記した．試料Gpvppは分離菌の

菌数が増加する傾向の増殖曲線を示すＩ型に層別された．一方，試料Ｇは分離菌の菌数が減少す

る傾向の増殖曲線を示すⅢ型である．このことより，混合茶飲料缶詰Ｇの抗菌作用は。ＰVPPに

100
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Table２．Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｇｍｚ〃Aα"ｗａｓｓａｙ８

Incubation

time(days）
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３５

３５

３５

２６

月0

density（CFU／nm）
ｆｉｎａｌ

ＮＤｍＤ）
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風Symbols：ＮＡ，Notavailable；NDNotdetecod；０，Samplesheat-treatedatlOO℃

fbrlOminutesbcfbrcinoculationforcountingsporenumbers・

bSamplesweregroupedintothreetypesdoscrivedpreviouspaDer.】）

吸着される成分に依存することが判明した．

以上より，Ｆｉｇ．１にて推定された静菌活性物質は，分離菌の増殖曲線の傾向を，増加から減

少に変化させる抗菌活性物質であることが推定された．また，その抗菌活性物質は，混合茶飲料
缶詰Ｇの抗菌作用に一次的に影響していることが推宗された．

２．分離菌への抗菌作用に対する栄養条件の影響

栄養条件はPVPP処理により良化しないが，一方，前節のFig.２に示された増殖適性試験にお

いて，Ⅲ型の試料Ｇは，ＰVPP処理によりＩ型に変化した．従って，示された抗菌作用におけ

る混合茶飲料缶詰Ｇの栄義条件の寄与が低いことは明白である．しかし，栄養条件の低下と混

合茶成分の交互作用が抗菌作用に影響する可能性が考えられる．

そこで，抗菌活性を有する混合茶成分として試料Ｇを一定銑含有し，栄養条件をＳＭ濃度によ

り変化させた70％G-dcSM．Ａ培地を用い，混合茶成分の抗菌作用に対する栄養条件の寄与を調

査した．対照とし，試料Ｇを含有せず，栄養条件を変化させたdcSM．Ａ培地を用いた．

培地のＳＭ濃度と検出された分離菌BLTの

集落数の関係をFig.３に示した．ｄｃＳＭ.Ａ

培地において，ＳＭ渡度に関わらず，検出さ

れた分離菌の集落数は一定であった．一方，

70％G-dcSM．Ａ培地において，培地に含まれ

るＳＭ濃度が減少すると共に，検出された分

離菌の集落数は減少した．

以上より，混合茶飲料缶詰Ｇにおいて，

本試験範囲内の栄養条件の低下は，分離繭の

抗菌作用に対し，寄与し得るが，混合茶成分

との交互作用による寄与であり，副次的であ

ることが推定された．
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３．分離菌への抗菌作用に対するpHの影響

既報】)の増殖適性試験において，分離菌BErの増殖曲線が不変傾向を示す11型に層別された

混合茶飲料缶詰はＦの糸であった．その原因として，混合茶飲料缶詰Ｆの低いｐＨによる静繭作
用が考えられる．そこで，Ⅱ型の静菌作用に対する低いｐＨの影響を検討するため，ｐＨを6.6に
上昇させた試料Ｆを用い，同様の試験を行った．

増殖適性試験の結果をFig.４およびＴａｂｌｅ２に示した．ｐＨ4.8の試料Ｆは既報!)の試験結果を
用いた．増殖適性試験の結果，ｐＨの4.8から6.6への上昇により，試料Ｆの増殖曲線は不変傾向
から増加傾向に変化した．

このことより，混合茶飲料缶詰Ｆの増殖Iill線が示す不変傾向は，低いｐＨによることが判明し
た．以上より，低いｐＨは，Ｉ型をⅡ型に変化させる静菌作用を有すると考えられる．

更に，Ｈ１型が示す抗菌作用に対する低いｐＨの影響を検討するため，以下の実験を行った．予
め行った増獺適性試験により，Ｈ１型に層別されることが確認されたハブ茶は，混合茶飲料缶詰Ｆ

と同様の低いpH1.8を示す．そこで，ハブ茶のｐＨを6.4に上昇させ，同様の増殖適性試験を行っ
た．

結果をFig.５およびＴａｂｌｅ２に示した．墹殖適性試験の結果，ハブ茶のｐＨを上昇させても，
増殖曲線の傾向に変化は認められず，ＩＨ型に層別された．しかし，ｐＨを上昇させたハブ茶にお
いて，培養開始より15日目以降に菌数減少速度の低下が認められた．

このことより，ハブ茶の墹殖曲線が示す減少頃向は，低いｐＨによらないことが判明した．ま

た，ハブ茶の菌数減少速度は，低いｐＨにより噸加することが判明した．以上より，ｐＨの低下は，
H1型の抗菌作用に対し，菌数の減少速度を増加させる副次的な影響を及ぼし得るが，Ｉおよび'１
型をIH型に変化させる抗菌作用は有していないと考えられる．

従って，ｐＨ低下は，分離菌の増殖を抑制する静菌作用および分離菌の菌数減少を促進する副
次的な抗菌作用を有するが，菌数を減少させる抗菌作用を有さないことが判明した．
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要約

高温保存の混合茶飲料｛叶詰から分離した８.ｓｌｅａｒ０ｌＡｃｒ"10/Ｗ/7《SＢＬＴに対するIIB合茶飲料缶

詰Ｇの抗菌作用を解析するため，混合茶成分，ｐＨおよび栄糠条件が抗菌作用に及ぼす影蝋を検

討した．

混合茶飲料缶詰Ｇの淡度が｣二外すると，分離菌に対する抗菌作用が墹加することが示された．

このことより，混合茶飲料缶詰Ｇに，分離菌に対する抗菌作用を:(丁する成分が含まれることが推

定された．また，抗菌作）Uは，ＰVPP処理することにより消失することが示された．このことよ

り，混合茶飲料缶詰ＧにPVPPに吸着される抗菌活性物質が存在することが示唆された．また，

その抗菌作用は，分離菌の墹殖曲線の傾向を，増加から減少に変化させることを確認した．

ｐＨの6.6～6.4から4.8への低下は，分離菌の増殖を抑制する膨備作用および菌数の減少を促進

する副次的な抗菌作用をｲ丁するが，菌数を減少させる抗菌作用は有さないことが判明した．

栄養条件の低下が分離１Wに及ぼす影響は，副次的な抗繭作)ijの象検出し得た．

以上より，混合茶飲料｛ＩＴＩ;ＩｌｉＧの抗菌作用は，混合茶成分，ｐＨおよび栄養条件において，混合

茶成分に強く依存することを推定した．
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