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容器詰食品における加熱撞の神変  

一幕1報 褐変原因菌町分離・同定一  
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Anti如n丑山a辞nt   

食品における鞄蛮にりいて桂一娘にポリ7ユノールオキ  

シダーゼ等による＃棄的褐変反応．あるいはアミノカルポ  

ニ肘反応やカラメル化反応などの井酵素的褐変群よく知ら  

れてい・る．本報告で取り上げた剛土捌こ席料こ加ナる放生  

勒の増殖によってもたらき軋た褐変前駆物質が．紫蘭など  

の加熱工程により褐変物質へ変化する変色現象である．本  

報昔においてはそのような機絹で発生す風食晶の変色を便  

宜的に「加熱後褐変」と呼且   

敵封酎こよる加熱後褐変何事倒とLて．最もよく知られ  

ているのはバイナダブルピンク病‖と呼ばれるものであ  

る．パイナップルピンク病は1915年．ハワイで初めで報  

告書れて以降．世界中由パイナップル産地で毎年のように  

発生Lでおり，パイナツナル加工産粟にぉいては非常に重  

要な問題となゥている．   

加熱濃親密の生成機構は．食品中に増殖した褐変原因菌  

がダJレコースを租変前駆体である乱5－ブナトグルコン酸  

（且5－DKG）へと代謝L．馨棟首れた望月－D旺Gが加熱工程  

で食品中のアミノ酸中ターンパタ質と反応L．メラノイジン  

を生ずる・ことによるものと推定き九ている．このとき▲ グ  

ルコースから2．5一口EGへの軽度には，グルコースデヒド  

ロゲナーゼ．ダ，レコン啓デヒドロゲサーゼ．2一ケトグル  

コン醒デヒドロゲナーゼの3づの群青が用与Lているもの  

と考えられてい古‡I．   

加熱後鴨謹は，加熱殺菌前句汚壊果実の判別が困葡で．  

また，原因菌の耐熱性は通常菅Lく低く．容器詰食品の場  

合．殺菌工程で死滅してしまうた軌撒生物鹿田であるか  

どうかを調査するのは周経であり．原眉不明とされてい番  

場食も轟いと考えら軋る．夏ミカンシラツナ漬缶舌におい  

ては果肉．が赤褐色に変色す思現象が知られでい晶が．この  

現象が牡生物起因の加熱鎧袖変である可能性が高く，蘇科  

羞よ肝加工工程について政生物学的な調査を布い．原因菌  

の特麿磨よび汚染状態の許圭を試みた．  

実擬材料および方法  

1．使用培地  

亡1）PGG培地封   

ペプトン1叱ピー7エクストラクト5官，ブドウ肯50g．  

デルタミン醍モノナいJウム58g．塩化ナトリウム5g．  

寒天15gをIlの脱イオン水に薄解し．オートクレープ  

〔ul℃．15卦即 した．  

脚改良PGG培地   

PGG培地の成分のうち．ピー7エキスに代えて酵母エキ  
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ス5gを用いた．   

2．任用曹榛   

褐変曹検出培地の評価濫老いて，G山亡飢鵬庄亡f打β坤・  

血舶mRCl亜19Tおよぴあらかじめ夏ミカン果実かも分  

離LたEn上巳mt旭亡t軒int¢血亜u阜a卜1株蓉用いた．   

また．果実を汚染している稟菌のモデル菌株として，ぁ  

らかじめまミカン果実から牙蕎した鮎ピ血相叩亡朗躇柁－  

y血血昏T－1棟痴よ別物血肋m申．M－1捷を用いた．   

a．磯原同曹操出埴地の評価   

兵曹汚染の著Lい果実製品の最粁由よび製遥工亜からの  

葡寵原田菌境出を行うた紺め培地せ闊闇するために坑其菌  

剤を菌加することとし．その遺切な漆加濃度を調査した．  

抗真萌射を添加した変法P古G培地に，且亡胱V出血ピT－1  

および戸加ゎf措鮎打l叩．誠一1株の萌・証を♯饉L．その凛育  

阻止濃度む調査Lた．また．褐変原因首鼠¢相加珊  

ⅣBRCl艦19およ状已加胞Ⅶ適加周1－1蓉用いて同様に発  

育に軒する影書を評重した．   

4．樺健脚ら釘楕賓原因菌分■  

（1）栗東   

身割り観のじょう由う軒蔵菌生粗食温水で洗い出L．そ  

の生理食壇水痘堵側に汎釈し 生育数虫よ洞変鹿田菌の  

スクリーニングを行なった．洗い出しの際催じょう町う  

10偶につ垂50ml印生理食埴應．を用・いた．   

外皮申ついた夏みかん果集は官－カーに滅菌生理食塩水  

をM氾山Ⅰ注ぎ，蛙拝観その1‾Ⅰ山を替地に池釈しい茄℃で  

丁Ⅰ】閉まで培隼Lた．  

はト洗浄水   

内皮剖鹿親の果実洗浄工程で循電卓れてV、る用水を採取  

L，1m権堵地に混釈し．諮℃で7日間まで培養した．  

拍）コンテナの拭き取中   

東尭の身朝り工程で使用されていたすラスチック製コン  

テナの拭き取り検査を行ウた．拭垂取りはリン醜緩衝生理  

鱗木入りスワプ伊州－medhST－25，Elm既）費用い  

た．コンテナは内面底部押蔚5亡m〉く5亡mの面積を曳ワナ  

で裁き取り．容＃中曙緩衝生理食塩水10mlのうち1mlを  

萄他に直荏混親し諏℃で丁日間まで坤養Lた．   

ち．分書菌の同定  

（1〕1＄SrDⅣAP亡R－RFLP   

l】DNA町抽出  

卦離菌の種専業酎如Aに塗蘇し．35℃で2ヰ時阻培養   

Lて得ちれた細胞腐らDⅣAを抽出した．抽出に捻   

D封母胎yTis魯ue帖t（Qh郡山 春用い．操作は添付マニ   

ュアJHこ従った．抽出L尭DⅣA醇液をテンプレートと   

し†16SfDⅣAを増幅した．   

丘）PCR   

PCRには馳丁叫（T且鑑査Ra）を用いた廿プライマーは   

fDl；AGA－GTT－TGAvTC：CvTGG－CTC－AGおよび   

rP2；ACG－GCTrACC－TTGrTTA－CGA－CTTを用い   

た．増幅反応は94℃1牙一拍4℃1卦→52℃1舟→   
72℃1点卦］x30サイクル→摺℃2発とLた．   

3）RFLP   
得られた増幅産物は制限酵素旭舶軋月伽Ⅰ．〟嬰Ⅰ．   

AfaI）を用いせ切断L，アガ‾ロー見電気泳動により，   

切断パターン奄得た．  

艦上塩基軒列解析   

分離昔の旭Sr工I封Aの増幅産物を用いで．そ町塩基配列  

を解析した．シータエシシンダ反応はDu且ICyDye  
T色min乱brEit（VERITAS）を用い，プライマー虻田1  

を用いた．解析にはオートシーケンサーLong－R亡ad  

To町erUBC（Amer！抽amBi00Ciモn亡辟）を用い尭．得られ  

た塩基配列はDDBJ田ⅣA Da也b且能dJ叩担）から類似  

した塩基配列データをBLAST検索Lて同定を行った．  

串 黒  

1．褐篭原回書検出堵地価朋領   

神栖類の果異に虫甲ては，カピ．酵母といゥたよ育の汚  

鹿が著Lいが．カピは集落が大きく広がり，また，眉母は  

集落こそ小きいものの音数が多く，ともに掛変原囲菌横側  

町大きな随感とな晶．モこで．効率上く褐変庶出首墳垂を  

行うた曲に検出用培地の開発を帝ウた．   

褐変能検出についてはiPGG寒天培地Ilと醐酎こ多tに  

加えたグルダミン酷と褐変原拭儲㊥産生す計隙露前駆偉物  

質とのアミノ舟ルポニル反応により生じ量変色を観察する  

こととした．アGG寒天培地はビーフエキスを含むた軌 も  

ともと町色が褐色に近く，変色を瞳察Lにくいので．ビー  

フエキス置等量の酵母エキスに替見た．改良PGG寒天埠地  

を基牡培地とLた．この韮＃培地に各種の扶翼菌剤を添加  

L，真南の生育を十舟に期間するとともに，祐乗鹿田菌の  

増殖を坊昔Lない，適切な世用護庶を模索Lた．   

尭菌とLて，轟らかじめ苦ミカン果実斬ら舟離した  

鮎打払醐叩伽＝脚即厨如Y－1♯鹿よ刑物血皿血りp．  

M卜1株盾，褐変原因菌としてはG加朗虚如肋・β可血耶  

ⅣBRC14乱打およぴあらかじめ某ミカン果集から牙離し  

た血fg相加甜r山鹿仰曲打紺且卜1横雇用いた．また，扶  

翼菌剤に関してはA職如ot慮dれ且I吋卓也血．Cbt血誠de．  

MicoTuEOle．・TbiBLbez］dE0leおよぴPentachbfOnitroberLEene  

の8唖競を評価Lた．結果をT如鵬lに示した．   

Thiabモnd釦1亡およ押モn也血1肝叩i蜘b脚光n蛙は酵母に  

紆Lでと岡掛こ褐変原田菌巾増殖も押倒L，不丑であった．  

また．Cl鵬rimき加lモでは唖pmでおよそ1桁の菌数低下が  

認ぬられた，   

これらの帯果から．裏菌の生育阻止濃度と褐変原因菌の  

増殖阻専濃度の間に煽があり，また恭への溶解淀も高く憩  

いやすいⅣ閂t王山nを拝用することとLた．また培地での儲  

用濃度旺輔♯虎5ppmとLた．且乱5pp血の封y岳也血  
を漆加した改良PGG寒天をAFl悪天培地とLた．   
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軋褐変首の色素産生の検出が明瞭甘為った．また，果菓  

等伯農産原羽・の検査の際．其育の生育‾によ机肝許由成育を  

妨書きれるが．真菌虻抑制L仁確実に海空首を検出するこ  

とカfできた．   

貰ミカンシラツプ漬缶詰の葡変現象は原田が不明であっ  

たが．パイナップルでのピンク病同様．原料果実における  

謝変甫の増殖により南蛮原因歯質が宰薇し，加熱翠菌によ  

り褐変ボ顕在化するという襟帯によって発生するものと推  

定昔れた．   

パイナァプ押ピンダ病の鹿田育とLて推定きれているの  

は酢酸菌であるA亡ぜね血肥鹿rおよぴG血甜舶占鵬r，酢酸菌  

助外で帆風w血血加療如払知和址由√およぴP血  

亡由切なピで轟か一封．夏ミカン缶詰の原瀬億よび工程廓屯  

分離した褐変雇は加納崩叩卿如．馳如拙明岬戯通よ  

び勘据付如脚・面舵面亜血中3亜であった．これらの育種  

再うち工舛脚肌姥よ研軋呵押感触はBouv由ら町那腸内細  

菌耕111種．試略菌♯について．ダ≠コ一環瑚酸化掛代謝惑  

について調査した結果．グルコースを2．5－ブナトグルコツ  

酸へ代謝する能力があると報告した5青竜に青まれてい晶．  

一方で，これらと同棲に褐変の原眉眉と考えられている  

A亡g相加把出r属あ基いは疏む相即加蹄J嘱な・どむ酢酸首軒拍  

細菌は牙♯きれず，貫ミカンシラタブ讃缶岳に剖ナ各果肉  

の褐変は鹿内細菌科の細甫によるものと推測きれた．   

汚染経路について蛙．外皮つきの果重から腹掛変京因菌  

は見出されなかったものの．身割りじょうのう．コンテナ  

に汚染が苛めら軋，おそらく果実由来卸紆監原野粛が時間  

とともに増殖L．褐変原田物質を芋穣していくものと推測  

曹れた．   

原因が明らかでない食品の渦変現象印うち．牡生物起眉  

ではないかと思われるものがいくっか存在する．そのなか  

には應ヤアミノ酷の含1が少ない食品も食まれており，潜  

在的にはほとんどの食品において，加熱徒梅変が起きる可  

能性があるものと考えちれる．   

加熱後褐変に閑Lては．褐変部見出きれた製品かち直接  

原因菌を分権することが困難であるためト厨称段階で曙検  

査が不可欠でぁるが．AFl培地は夏ミカン臥外曙肱科に  

おいても褐変琶検査に有効なも由七考えられた．  
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空．王みかんシラク間‘日月虹程で胡弔報醐董   

蓋みかんシラツア蒲缶帯を製造Lている工場において．  

各工程およ・び器材についでAア1培地を用い．褐変應個儒憧  

対象とLた検査を行ウた（T曲18ヱ）．   

調査した工場におけ嵐夏みかん缶詰田儀遥工程は，果集  

計畔馳酷いったん工場に集荷Lたものを冷蔵しスコルダ  

」亡湯煮横）処理後．近膵の農家を外注先として．そこで外  

果皮を人手により朝皮．一個ずつの赤口に身謝り与れ再び  

工場へ回収暮れる．外注先へ配送した当日のうちに身射り  

作業部寵TLた場合は．宴日町製造までエ執内で特薦保管  

される航それ且外は翌日まで常温で保管きれる．その後，  

内果皮除去，肉詰め．巻舗」頼儲．詩誌ぬ艶．出荷される．   

褐変麿因菌の調査は外皮つきの果実．外注先で身割りさ  

れたじょうのう．果実およげじょうのう由輸送に用いられ  

たコンテナ，缶詰工場の内皮剥鹿工程で巧洗浄水，肉詰め  

工程後由じょうのうに紆Lて行りた．そ丸らのうち．外皮  

つき町果実からは梅変原田菌は検出与れなかりた．じょう  

の・う由よびコンテナについては，いずれの外注先の試料忙  

も汚染が認められた．また．汚染菌数にぉいては外珪先に  

よ品違いが認められた．工場内の洗浄水虐よび肉詰め後の  

じょうのうには褐変菌は見出きれなかりた．  

3．分離した袖軸の同定甜   

AFl培地での検査で臥 洗浄水および肉恵め簸じょう  

のうを絆痛章陰出きわた細菌‘別まとんどが褐変菌であゥた．  

韓変菌については，集落外観上でなるべく異な乳酪株を週  

鼓して肥育棟を．また，わずかながら境田巻れた非褐変  

甫につ・いても卸商♯を単粧した．   

これらの許株についてRF⊥Pに上るグルービンダを軒ワ  

た．4種類の掛取辞東金てにぉいて同一軒片バターンを示  

した菌♯盾同一のグループとして層別した．グルーピング  

に紺Lては，種内の皐塑も考慮L．マイナーな断片につい  

てもその有無を区別Lて行った．その満果．褐変常男・蕎株  

は丁バターンに収束した．こ軋らについて．磨の由の帽S  

∫D封Aぬ塩基配列を♯軒Lた．得られた塩基酎列をDI）BJ  

CDNADatab駅dJ叩an）より．BLASTを用いて類似し  

た塩基醍列データを模索し．その結果から菌種音同定した  

r一己bl82）．   

同定就鹿の結果，鞠密甫は鞄加地臆叩卯概帆風地Id血  

叩血肋凍上び助お相加亡緻「加館珊撼比勘の3掛こ限ち  

れた．一方で，これちの拘密着の育種のうち月鵬朋肋  

d甘l血訂由は非褐変菌の中にも定められた．その他の非格  

変葛の菌乱射馳血浦山珊紬叫廊吼鼠仲卸抑血．  

上加血相加亡鹿r仁王仰．軸咄仰噸廓珊澗叫血血画如血  

別塙刑血揖丸亡九r紬抽出せr山肌J由仁亡址癖¢血相，j如¢f〃舶  

地面画匝m由．励叫融痛鹿西軸牒坤咄加珊瑚冊叩鮒  

由よぴ■エβ〟亡βD且正妃亡出血であった．  

考 察   

神変菌坂出培地AFlは果実の検査において，酵母エキ  

スを用い晶ことでバグタグラウンド再褐変せ抑耕したた  
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