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Fig，3．　 Change 　in　absorption 　 8pectrum 　of

　　　　 fbod　red 　No ．10置 （Ponceau 　R ）

　 　 　 　 added 　to　 cultures 　 of 　some 　bacteria，
Gulture　 medium ：0．5％ peptone，0．5％ meat

extract ， 0．00監％ Ponceau 　R．，　adjusted 　at　pH
7．O　 w 三th　NaOH ．　Culture ： 4days 　at　37℃．

なわち実験条件下大部分 の 菌 株で は 赤色 101号 の 510

m μ 附近の 吸収極大 の 低下な い しは 消失が 観察され

た が ，
Bcircatans　Ql株，　 B 　congulans 　G2，　Ach．砂 か

agus 　I1，　S10株は変化を認 め な か つ た．赤色 106号色

素は い ずれ の 供試菌株 icよつ て も退色はみ とめられ

な か つ た，

　分離菌株の 大多数 は B・ct「Cttlans で あ り，何れ も

胞子の 形 で は魚肉 ソーセ ージ の 殺菌条件 に た え る こ

とより緑色斑点型腐敗 の原因 の主 t る もの は 丑 廊・

α 痂 5te よ る 1次汚染 で あ る と云 うこ とが で きよ う．

しか し耐熱性 は弱 い が再現性 の ある M ・candidUS を

唯
一例で あ るが分離 した こ とから2 次汚染 に よる緑

色変敗の あ る こ と も否定で きない ．

　　　　　　　　要 　　　　　約

　魚肉 ソーセ ージ の 緑色斑点 型 腐敗 に つ き検討 した

結果次 の事実 を明らか に した．

　 1．緑色斑点型腐敗 は表在的な もの で ， 著者 らが

取扱つ た 大多数の 試料 で は斑 点部分IClo’　fgPJ上の 生菌数 を認 め た．

　 2．緑色 斑点部 よ り分離 した 菌株 は大部分 」thcatus　etrcuLans で 他に B ・coagttlans
，

茲 鋤 ‘伽
，
班 訪ro σ  α∬ δα癜 伽

な らび に AchromabacterψρhagUS が 認 め られ た．

　 3．分離菌株の うち BcircUtans の 大部分，　 B ・Sttbtilis，　M ・candidus が 魚肉 ソーセ
ー

ジ で の 再現性が 認 め られ た

が，緑 色斑点型腐敗の 主 た る 原因細菌は ・acircalansで あ る と云 うこ とが で きる．

　本報告 は 昭 和 37年 4 月 29日，日本 農芸化学会大 会 に お い て 講 演 した．
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　　　So皿 e　nitrofUran 　derivatives　and 　sorbic 　acid 　 are 　widely 　 used 　 as　 preservatives　 in

負sh 　sausage 一
皿 aking ．　In　the　hcat　steriliza しion　pr  ess　in　fisb　sausage −making ・　most 　of

the　microbial 　 cells　present　 in　 the　raw 　materials 　 are 　kmed 　 at　 a　te皿 perature　 higher

than 　80℃ in　the　presence　of 　these　drugs，　which 　are 　effect 三ve 　in　preventing　 growth　of

survivors 　during　storage ・

　　　Despite　the 飴ct　that　the　use 　of　these 　antim 圭crobial 　substances ，　especially 　nitrofu ；an

derivatives，
　has　contril ）uted 　greatly　to　the　p亶

・eservation 　of 　the　product，　troubles 　have

recently 　arosen 　over 　the　spoilage 　of 　so 氏 ening 　and 　spot −fbrming 　types ・

　　　In　this　paper，
　antibactcrial 　activities 　of 　 some 　dmgs （cf．　Table 　2） are 　investiga毒ed

employing 　bacteria　isolated　from　spots 　having 　various 　appearences 。　 As　expccted ，  he

isolates　are 　h三ghly　 resistant 　 to　 nitrofUrazone （F），　 nitrofurylacrylamide （Z） and 　 other

food　preservatives　which 　have　been　used 　in　making ．fish　sausage ．　 But，　these　organis 皿 s

are 　rclatively 　sensitive 　to　tylosin．　 Also　2一負Jryl −3−（5−nitro −2・furyl）−acrylamide （AF2 ） has

the　relnarkable 　bacteriostatic　effect 　on 　the　above 　isolates．　 The 　effects 　 of 　 pH 　and 　the

concentration 　of　spores 　upon 　the　e丘毛ctive 　inhibitory　concentration 　of 　nitrofuran
−deri−

vatives 　 and 　tylosin
，
　and 　the　effect 　of　these　drugs　used 　in　combination 　with 　other 　fbod

preservatives　are 　preseロ ted 　in　Table　5，
6．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

．

　　　AF2 　and 　 tylosin ．are 　shown 　to　be　very 　effective 　preservatives　fbr　the　present　pur−

pose　through 　experiments 　with 　fish　sausage 　 previously　 inoculated　 with 　 spor6s 　df　the

above 　bactcria；at　a　concentration 　between　lOand 　20μg！g，　the　sausage 　can 　be　preserved
f（）r30 　days　or 皿 ore 　at　37°C （Table　7， 8）．

　魚肉 ソ ーセ ージ の 腐敗型 式

に つ い て は清水 ら
1），相磯

2）

に よ り5 つ に 区分せ られ，夫

々 そ の 原因細菌 と して は La−

ctohac ”lus，　 MiCro506cus
，
　 StreP・

toceCCtCS
，
丑 2‘毋 榔

，
伽 厂伽 加 力9

示され て い る （Table 　l参照）．

　種 々 の 型式 に よ る魚肉 ソ
ー

セ ージ の 変敗 は加熱処理 と共

に 食品添 加 物 と して 許可され

て い る ナ イ トロ フ ラ ン 誘導体

緒 言

Table 　 L　 General 　types 　of　speilage 　in　fish　 sausage ．

Type

SweUing

Sour

Spoilage

lNatural　putrefaction　producing．
ammonia 　 and 　other 　 gases

Bacteria　isolated

Softening

Discoloration

Sli皿 e　f6rmation

Production　 of 　acids 　 and 　sour

ItasteiSoftening
　to　the 　 muddy 　 state

Ghange 　in　 c。lor
　（yellowish　 white 　color ）

Secendary 　spoilage

　乙actabacUtu ∫ 1伽 rid−

　ium　sporegenes ，　but“rta ，
　um ；Miervcoc6us
し
1 乙actoba ‘灘‘us
IBa6illv

「 ctrcula π 5

魚 翩 忽 5sp ．

StrOPtacaccus

1鷺嬲1緩 5
・

「

お よ び ソ ル ビ ン 酸 （そ の 塩類）

の 添加 に よ り防止 す る こ とがで き， 魚肉 ソーセージ生産 に 多大 の貢献 を な して きた．

　しか し防腐 剤 添 加 魚 肉 ソ ーセ
ー

ジ に お い て も時に 軟化や 2次汚染 に よ る変敗 の 起 る場合 も認 め られ ， また 最近

ソ ーセ ージ 表面 に生ずる斑 点型変敗 も問題視 され て い る．軟化現象の 防止 に 関 して は内山 ら
B） の 研究が あ り， 最

近谷川 ら
s） も検討を加えて い る．

　斑点型変敗 に 関 して は 未だ十 分な る萌究が な きれ て い な い し，した が つ て ま た適確 な防止法 も確立 されて い な

い t　　　　　　　　　
・

　高田らは 1961年以来斑点状変敗 の 原因細 菌 を 多数分離 し，こ れ らの 菌 学 的諸性質 を検 討 して 分 類学上 の 位置 を

決定 した
5），著者 らは こ れ ら原 因 細菌に 対す る防腐 に つ い て 基礎的 な研究を行 い ，さ きに 報告 した 新 ナ イ トロ フ

ラ ン 誘導体（AF2 ）
e，な らび に 最 近 食品防腐剤 と して 注 目 きれ て い る抗 生 物質 tylosinT ）の 添加に よ りこ れ ら変敗を

防止 す る こ とが で きた の で ， こ こ に そ の結果 の 概要を報告す る、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験　方　法

　供試 薬剤は Tab ［e　2 に 示 した．　 AF2 ，　AF5 は上野製薬，　 tyiosin は Eli　Lilly＆ Co・よ り提供 され た もの で あ

N 工工
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Table　2．　 Drugs 　employed ．

Abb ・ev ・・… nl Drug

　 　 F

　 　 Z

　 AF2

　 AF5
（panfuran ）・

　 BpHB

　 　 S ．

　 DHA

　 　 B

　　Ks

　EDTATyloSin

ド

lNitrofurazone
旨5
−Nitro・2−furylacryla皿 ide

「2
−F・ ・y1｛レ（5−・ i… −2−fu・y1加 ・1・mid ・

13・Amino ・6−（5
’・nitr （ト furyレ2，・ethenyl ）

1　1
・
2

，
4圏triazine 　hydrochloride

Butylp．hydroxybenzoate
旨 Potassiu 【n 　 sorbate

Sodium 　dehydreacetate

Benzoic　 acid 　 or 　its　 sodium 　 salt

2−Methy1 −1，4・naphthoquinene

Ethylenediamine　tetraacetate
Tylosill　laetate （Eli　Lilly　and 　Go．）

Table 　 3．　 Antibacterial　 activ 三ty　 of 　drugs　 employed 　on 　 various

　　　　 bacteria　isolated　from 　brown 　 spot ．
　 a ） Medium 　t　glucose・bouillen （pH 　6．8），

4548 ℃ ，4days ．

る．何れ も無菌水また は プ ロ ピ レ ン グ リ コ
ール

に溶解した もの を原液 と した．

　供試細菌は高田 ら
5＞が市販魚 肉 ソ ーセ ージ よ

り分離，同定 した 褐色お よ び 緑色斑点変敗細菌

で ある ．

　試験管内で の抗菌作用 は主 と して 常法 に よ る

倍数稀釈 法 を採 用 し，培地 と して は pH 　6．6〜

6・8 に 調整 した 加糖 ブ イ ヨ ン ，ま た は これ に 酵

母 エ キ ス を添加 した もの を用 い た．前培養は 同

上寒天斜面培地 で ， 適温 ，
1〜2 日培養 した も

の を無菌水 に 浮游せ しめ た もの よ り 1 白金耳宛

を 5ml 培 地 に接種 した （接 種 量 約 IOt！ml ）．ま

た胞子 は同上 寒天斜面培地 で ， 適温 　7 日培養

し，こ れ をpH7 ．0の 燐 酸 緩 衝 液 に 浮 游 せ しめ，

　　　　　90℃ 5〜 IO分加熱 処 理 した もの を 一

　　　　　定量宛接種 した．

　　　
．丶．丶．、　 Drug

。 。，t 。，g。。；；M＼ 1lC
° mplete 　i” hibitiQm　 c・… nt ・at 重・n （・91ml）

F Z

ム megaterinm 　E

丑 megater ｛跚

丑 megaterium 　B

B．coagt 吻 η∫

丑 coagulans 　J
丑 co α9幽 π∫ F

B ．‘oagttlans 　K

丑 ‘ereus 　Q
1｝．cereus 　G

β．Stthtilts　O

BSt めtiliS　P

B．Stめ診流 ∫ 1．

B．subtilis　N

　 100

　 100

　 100

　 100

　 100

　 100

＞ 100

＞ loo

　 loo

　 roo

F12
．525

．012

．5i12

．512

．525

．012
．525

．025

．0
　 6．25

　 1．6＞

　 1，6＞

　 1．6＞

AF26

．25L63

、26

，256

．2512

．51

．63

．212

．53

．20
’8＞

0．4＞

0．4＞

6．253
．23

．2

1・・H ・

　 200

　 200

＞ 200

＞ 200

＞ 200

＞ 200

　 200

＞ 200

＞200

　 200
　 200

＞ 200

　 200

＞ 200
　 200

S

瀦蠶譫 轟1
＞ 1°°

　　　　　　　　　「Pr．　 rettgeri 　H ＊

6．25＞ 1
　 　 　 　 　

12、5　 1
　6．25＞ 1

　 　 　 　 　 12．5

100　 　　 ［25

50　　　　 25 1＞ 2・・
｛

　 2000

　 2000
　 2000

　 2000

＞2000

　 2000

　 2000

　 2000

＞ 2000

　 2000

　 2000

　 1000

　2000

＞2000
　 2000

　 1000

b） Mcdium ：

　
＊ incubated　 at　37℃．

lucose・bOuillon〔H6 ．6）， 37℃ ，2−4　da　 s，
、丶一．　　　　

「 ug
　 　

丶
丶

Test　 organism
’
＼ 丶

一里 聖 let・ 辺 ・ 些肌 些璽
ent ・鐘 ・聖螻厘 L

Tylesin AF 　 2 AF 　 5

β．megaterium 　E

B ．‘αagtdans 　F

B ．‘erevs 　Q
B．megater ｛um 　B

」R．5こめ’記面 8039　＊

β ，　 〃　　 8104 ＊

0。62≧

0．62二三

L25

工．25LO1

．0

　 12 ．5

　 15

　 2、5

　 5，00

．25−0．5

　 〃

552

．55

．00

，1

〃

＊ F・。 皿 th 。　culture 　c・nccti・ n　in ・ ur 　depa ・t・nent ．

　 魚 肉 ソーセ ージ は 工 場の 原料配合

をその まま用い ， こ れに 胞子浮游液

と薬剤粉末あ る い は その 濃厚溶液 を

添加 し ，
5 〜 7分混 和後 ， 手動充填

機に て ク レ ハ ロ ン ケ
ーシ ン グ に 充填

し，90℃ 60分間殺菌 した．試料 の 保

存温度 は 37℃ とし， 主 と して 官能検

査 に よ り防腐効果 の 判定を行なっ た．

　　　　 実　験 　結 　果

　 1．褐色斑点形成細菌た対す る抗

菌作用

　 褐 色 斑 点 変敗試料 よ り分離 ， 同定

きれ た 16菌株を 供試 して 試験管内で

の 供試薬剤 の静菌作用 に つ い て 検討

し た 結果 を Tabie 　3に 示 した．こ れ

ら16菌株の 内，B ．」subtilis 　4　asと Pro・

tettsrettge「i とは斑点形成 の 再現性 は

認 め られ て い な い が，他 は す べ て 再

現性が 確認 され た もの で あ る．

　 これ らは 何れ もナ イ ト ロ フ ラ ン 誘

導体添加魚肉 ソ ーセ ージ よ り分離 さ

れ た もの で ある か ら当然 これ らに対

し抵抗性を 示 す もの と予想 され る．

Table　3　 a ）よ り明か な 様に 45〜4B℃

（た だ し Ceualemonas，　 Proteusは 37

℃ ），
4 日後の 完全発育阻 止 濃 度 は

F …≧ 100， Z…12．5〜25，　 AF21 ．6〜

12．5，
BpHB ≧ 200，　S…≧2000μg！m1

N 工工
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Table　4，　 Antibacterial　activity 　of 　some 　drugs　on 　various

　　　　　bacteria　 isolated　 f｝om 　 g祀 en 　 spot ．

　　a ） Medium ；　glucose。bOuillon （pH 　6，8），
37℃ ，

4days ．

＼ 、D ，。g
Test　　 ＼ 丶
　　 organism ＼

Complete 　inhibitioll　concentratio ロ　（μ9tml）

F

B．Circal。ns 〔＞l　l
8Circalans　Sl

　 　 〃

　 　 〃

　 　 〃

　 　 〃

　 　 〃

　 　 〃

　 　 〃

Bsublilis

フ

ユ

　

し

　
　
　

　

　
ら

　
　

コ
　

ロ
　

　
　

　
　

コ

OBMUYA

50505050505025

H ．31100
　　　
T 顧4　 25

Z … 1・ 1・H ・ iB・H ・1
12。52Sil6

．23

．112

．52525

　　　｝1．25≧
1．25＞
0．621

・25≧ 1

＞2000＞ 2000

＞20001＞ 2000

＞200011000

；猯L嬲
　 　 　 ヨ

・⊥些 竺

O．62

1：：
1275

．
0．8

．12．51 ．6

＞ 5000

＞ 5000

＞ 5000

＞ 5000

3」
10
・4 ≧｝＞

5000

　 　 ト

2001 −

2001 ＿
　 　 ミ

2001＞ 2000

1200
　1＞ 2000

猯

嬲
 

2001 ＞ 2000

100 ＞ 4000

200 ＞ 4000
200 ＞ 4000

20014000
200i4000

5050500050502525　

　

　

1

 

 

脚

 

 

即

脚

 

b）Mediu 】n ； glucose・bOuillon（pH 　6．6）， 37℃ ， 4days．

　　　　 Drug
Test
　 O 「ganl8m

C ・ mplete 　inhibition　concentration （μ91ml ）

Ty 正osin

B．‘ircalans　 Y ・1

　 　 　〃　　　 H −3

　 　 　〃　　　　S伽1

　 　 　〃　 　 　
’
u 騨1

2．51

．255

．05

．0

AF20

．62L250

．620

，62

AF50

．310

．310

．310

．31

で あ つ た が ， £ 祕 嵶8 で は 4

菌 株 の う ち 1株 を除 い て は ナ

イ トロ フ ラ ン 誘導体に 対 し感

受性が大で あつ た．

　 AF5 は
一

般保存菌株に 対 し

て は AF2 の 112〜1！4の 低濃度

で有効で あ るが ， 供試褐色斑

点細菌に対して は 2．5〜 5μg！

m1 の 完 全発育阻止 濃度を示

した．

　 Tylesin は 0．62〜 L25μg！

ml で完全発育阻止 し， これ

は J．M ．　Mc 　Guire7）などの 示

して い る値と同 レ ベ ル で あ つ

た （Table 　3　b）参照），

　 2．緑色 斑 点形成細菌に 対

す る抗菌作用

　緑色斑点 よ り分離 し， か つ

再現性の 認 め られた 10菌株に

対す る供試薬剤 の 完全発育阻

止濃度は Table 　4 に 示 した．

F
，
Z に 対 して は 何れ も抵抗性

が大 で 阻止濃度はF…25〜 100，

Z…3．1〜25．0μ9／ml で あつ た が，　 AF2 に対 して は比較的感受性がたか く，
1・0μ91ml 前後で 発育が阻止 され た．

その 他の薬剤 に 対 して は褐色斑点細菌 と同様で ，
S，　B，　DHA …≧ 2000，　BpHB …200，　K8 …25〜100

，　 EDTA …250

〜 500μ9／ml の 発育阻止濃度 を示 した ．　 Tabie 　4　b）に はAF2 ・AF5 ，　 tylosin の 三 者 を比 較 した 結 果 を示 し たが，

AF5 はAF2 の 1／2濃度で有効で あつ たが ，
　 tylosin で は L25 〜 5・OPtg！ml と梢 々高い 値が 示 され た ，

Table 　5．　 Antibacteria置 activ 正ty　 of 　some 　drugs　 on 　 spores 　 of 　bacteria　 from　brown 　 spo し

（a ）

B．St‘btili58104

Condition

　 Glucose・
　 bOuillon．

yeast　extract
agar 　medium

　（pH 　6．8），

37
°
C，5days

D ’ugl1 鷲 蕨雛、、

F2
．lx106

2．lxIO4
2．lxIO2

0000551

z

5
　

唖

　

2000111XXX11129
一
2

〉

〉

066500

。 ，、1量：1：i8：
　 　 　 2．lxIO2

O ．50
．25＞

0 ．25≦

B．cerezas　Q

Condition

　 Glucose−
　 bouillon−
agar 皿 edium

　 （pH 　 6．8＞
　 43−44℃，
　　6days

D ，ug ［1嬲
。羈 覧1）

Z4
．5 × los

4．5xIO3
4．5xlO1

　 Glucose−
　 bOuillon・

γeast ¢ xtraCt

　 medium

　 （pH 　6．8），
37℃，7days

F

6
　

弖
　

2000111X
×

×

1　
互

ー

ワ鯛
22

　 　 　 4，5 × 10s
AF2 　 4．5 × loe
　 　 　 4．5 × 10i

0554

Glucose．
bOuillonmedium

（pH 　 6．8），
43−−44℃，
6days

100》 40
　 　 20
　 　 10

Z
6　
4　
2000111XXX

−　
旦

−

り白
22

　

≧

≧

　

　

5

　

59
御

521

　

≧

≧

　
ρ
03

（
UOO正

　　 1　2・工× 置06
AF212 ，lx 　104

　　 12．1・ x ・102

Z4
．5xl6 耳

4．5 × 103
4．5xlO1

如

4020

　

≧

≧

5
！

L200
AF24

．5 × los
4．5x1 ぴ

4，5 × IOt

0551
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（b）　Glucosc鹽bou 玉110n−yeast　extract 　medium （pH 　6．8），43−44℃ ，
6days ．

B．megaterium 　E B ．ccagzdans 　K．

Drug Inoculu皿
No4ml

・IC°離 t

桟』職
‘至゚ n

亅… g
inocuiumNo

．　ImlGomplete
　inhibition

　　conc ．　（μ9〆ロユ1）

Z

AF2

1．｝xlO5

1．1 × los
l．1 × 101
．正× 10fi

1．Ixlos
1．lxlO

100＞ 40
　 　 40

　　蟄
0059ρ
2

Z

AF2

1．4x10 ・i
L4xlos
l．4x101
．4x105

1．4xIO3
1．4 × 10

100》 40

　 　 20
　 　 10

　

　

50522

　 3 ．細菌胞子 に対す る作用

　魚肉 ソ ーセ ージ は か まぼ こ と異 な り80℃ 以上 の高温に て加熱処 理 され るた め，2 次汚染がな けれ ば細菌胞子 の

み が 防腐剤の 対象 とな る とみ て 差支 え な い ．そ こ で 細菌胞子 に 対す る 防腐剤 の 作用に つ い て 胞子濃度，培地 pH

な どの影響を検討 した．

　 a ）胞子濃度の 影響

　市販魚肉 ソーセ ージ の 製造直後の 生菌数は 102／g あ る い は そ れ 以 下 で あ る．今 こ れ を す べ て 胞子 と見做 し ， こ

Tablc　6．　 Infiuen¢ e　 of 　pH 　 on 　the　 antibacterial 　 activity

　　　　 of　nitrofuran 　derivatives　and 　tylosin ．

a）Test　 organis 皿 ； 3pores 　 of 　bacter三a　 from　brown　 spots

　　 （1−2x1 伊 sporcs ／ml ）．

Medium 　：　glucose−boui110n，43−44℃，4days ．

p 　 omed

三u 皿

ゑ megnterium 　E Bcoagul砌 5　K B．cereus 　Q

6．26
．57

．27
．58

．0

　 F
　 100

　 100

＞ 100

＞ 100

z一　
5550り幽

　
ワ御

2
　

5

AF21 　 F
20　 1　 100

201100

・・ i＞ …

40　1＞ 100

− 1 一

　 Z　 　 AF2
　 25　　 ユ0
50》 25　 10

　 50　　 20
　 50　 　 20

　 F　 　 　 Z　AF2

＞ 100　　50　 20

＞ 100　　 50　 20

＞ 100　　 50　 20

＞ 100　　 50　 40

＞ 100 ＞ 100 ＞ 40

　 b） Test　organ 捻m ： 且 ‘i凧 dans　U −L
Med 孟岨 ： glucose−bouillon， 37℃ ，

3days ．

pH 　of 　 medium 5，8 6．4 6．9 7，5 8．0

Drug 　 employed Complete 　inhibition　concentration 　（μ9〆ml ）

　 F

　 ZAF2AF5Tylosin

3312

，50

．6250

．3110

5012

．50

．6250

．315

50

工2。50
・6250

．622

．5

5025L252

．52

．5

50252

．52

．51

．25

c ）Test　 organism ： B．　 cereus 　QL　vegctative 　 cell 　 and 　 spores ．

　 Mediu 【ロ ：glucose−bOuillon，
37℃ ，3days ．

＼ 日
H °fmedi “ m

　 　 ＼

　 D 。ug
＼ 一

＿ 一

Gomplete　inhibition　concentration 〔μ g！ml ）

5．8 6．4 6．9 7．5 8．0

AF2AFsTylosin 102

．52

．5

10　　　　 20　　　 120

2讐5　　　　2．5　　　　 2，5

125
　

°・31≧ 旨 0・31≧ 1

205

，00

．31≧

の 前後の 胞子濃度 に お ける薬

剤の 発芽阻止作用を検討 した．

この 際 ナ イ トロ フ ラ ン 誘導体

に 感受性の た か い B．sz‘btilis

の 胞子を対照 とし， 褐色斑点

細菌 Bcerezas
，
且 nregaterium

，

B・ccagtttans の 代表的菌株の

胞子 を 供試 した．この 場合液

体培地 と固形培地 とで は前者

が 梢 々抵 抗 駐が た か く表 わ れ

る傾向 に あ つ た ，これ らの 結

果 は Table　5 に示した，

　胞 子 濃 度が 大 とな る程，薬

剤の 完全発育 阻止濃度は一
般

に 大 とな るが ，Tablc　5 よ り

明か な よ うに 感受性菌 と抵抗

菌 とで は こ の 上昇割合が相違

し，例え ば B．megateritmz の

場合，阻 止 濃度 は 胞子 数 los

〜loe／rn1 で は感受性菌の それ

の 数倍 で あ るが，低胞子濃度

で は こ の 値が 数十倍に 達 して

い る ．

　襴色瑤点細菌胞子の 発芽阻

止 濃 度 は 1011ml 準位の 胞 子

数で もZ …10〜20，AF2 …2．5

〜5
μ g！皿 1 を 必要とす る こ と

が 明か とな つ た．

　 b ） 培 地p苴 の 影響

　培地 pH は薬剤の抗菌作用
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一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

36 芝 崎 　　勲ジ 照井　堯 造 〔醸 工 第 41 巻 ，
1・963 年

．

ec大 な る 影響 を与え る こ とが一般に 認 め られ て お り， ナ 朴 ・ フ ラ ン 誘導体
e）

で 尋謹 鵬 ・yl・・inT） で は ア ・レ

カ リ性に 傾 くに つ れ て そ の 作用が増強 され る こ とが示 されて い る．一方魚肉ソ
ーセ ージ で は 原料魚種，そ の 鮮 度

などICよ りpH の 変動が大 きく，嫐 塩 な どの 添加 tcよ りあ る皺 ・・・ … 1 され て い るが ・ 齢 の不均
一性の た

め の 局部的な pH の 変動が あ る もの と予想 され る．

　Table　6 に は褐 色 斑点 な らびに 緑色斑点細菌に 対する pH の影響を調べ た結果 を示した ．ナ イ トロ フ ラ ン 誘導

体の 発芽阻止作用は pH7 ・0附近以上 で 著 しい 低下 が認 め られ た，　Tylosinは すで に St・attneus に つ い て 示 され て

い る結果
7） と 同様ア ル カ リ側 ec傾 くに従つ て 作用力の 増強が み とめ られ た ，

　Tyl 。、i。 はpH5 〜 7．5の 範囲で ｝まきわ め て 安定で あ るが ，　AF2
・
AFsl まF ・

Zlこ劣 り・ と くに AF2 は ア ノレ カ リ側 で

は 不安定で ある こ とが認 め られ る。
こ の 点 に つ い て は 十分 の 注意が必要 で あ る。

　　c ） ナ イ トロ フ ラ ン 誘 導体 と 他 の 薬剤 との 相互作用

　褐色斑点細菌はナ イ ト ロ フ ラ ン誘導体 に 対 し著 しい 抵抗性を示すの で，これ が防腐作用の 増強を計る 目的で ，

他 の 薬斉ゆ 添加嫉 鹸 討 した．す な わ ち胞子濃度 1・岨〜 1・Sm1
， 力囀 ブ イ ・ン あ るい は これ ｝Cff 母 エ キ ス を 添加

した 液体培地 を用い て 添 加 効 果 を し らべ た ， 実験結果 は省略す る が ，
DHA ・BpHB ・

EDTA が一
応加 成 的 あ るい

は相乗的な効果の あ る場合が 多く ， 逆に K ，，S，B は 拮抗的な例が多か つ た。これ らの結果よ りナ イ トロ フ ラ ン 誘

導体 の 防腐作用の 増強 が 期待で きる が ， その 有効性は魚肉 ソ ーセ ージ の 防腐試験 を行 な つ て 確認す る 必要 が あ る，

　緑色 斑点細菌 に 対 して は 試験管 内 で の 実験を省略 し， 直接魚肉 ソ
ーセ ージ の 防腐試験 に よ り添加効果を試験 し

　た．

　　4 ．魚肉 ソ
ーセ ージ の 防腐試験

　　以上 の実験に よ り種 々 の斑点細菌 に 対 して AF2
，　AF5 ，　tylosin がす ぐれ た 静菌作用を示す こ とが明か となつ

た の で ， これ ら代表的な 斑点細菌を10：〜1ひ胞子 19接種 した 魚肉 ソ ーセ ージ を 試製 して 防 腐 試 験 を 行 な つ た ．こ

の 場合F ＋ Z 製剤 あ る い は Z 単独 を 許 可 濃度の 数倍量を 添加 した 試料を対照とした．さ らに F ＋ Z に 対 し 2
，

3

の薬剤拗 喊 的 あ る い は 相薊 な作用の あ る こ と棚 か で顔
の で ・ こ れ らの 点の 鰓 の た め の 防腐試験 を も併

　せ 行な つ た．

　　　 a ）褐色斑 点細 菌接種 の 場合

　　3 〜 4菌株 の 混 合胞 子 を接種 した場合の 防腐試験結果の 1部 を丁巨ble　7 に 示 した．

　　 Table　7．　 Preservation　tcst　for　fish　sausage 　in  ulated

　　　　　　　 with 　bacteria　fro皿 typical 　brown 　 spots ．

Inoculu【ロ ： mixed 　spore 　suspension 　of 　B ．　megater ｛um
，　B 　eereus 　and

正し ceagulans ；10s−10，　spQres 　p¢ r　gra［n 　of 丘sh　sausage ・

Storage ：37℃・

This　type 　of　spoilage 　was 　characterized 　 mainly 　by　thc　 separat 旦on

of 　slillle ，
　but　typical 　brown 　spot 　formatiρn 　pccurcd　when 三n   ulum

size 　 was 　 very 　 smalL

Exp ・ Drug

1

陣 Z （h4 ）・… 1・
I　F 十 Z （1 ： 4）80μg！g 十 S2 （X頁）μglg
1F

＋ Z （1 、4） 80μ919＋ DHA 　2000。919

1AF24。。91，
… AF220 〃

Spoliage

・ft・・ 15　d… i・・… 2・ d・y・ 1・・t・・ 3・ d・y ・

幵．
什

刊

冊

卅

卅

卅

丗

卅

　

＋

after 　20　days　　 after 　30　days　，　after 　40　days

spoilage ・p ・il・g・ r・ IS・・1・g・ pH
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2

Exp．

3

　ZIOO μ919

　 Z100 μglg十 AF220 μg！g

　 〃 　　　　 十 　〃　 10 〃

　 AF240 μg／g
l　 　 　 20 〃

　Tylosin　20μ919

　 　 　 　 　 艮0 〃

　 　 　 　 　 5 〃

Drug

1

F 十 z （1 ：4）80μ919
F 十 z

’
（1 ： 4） 80μglg十 B2000μg！g

F十 z （置： 4）80μglg十 Bl（KX）μgXg
AF2 　40μg！g

　 　 20 〃

AF540 〃

　 　 20 〃

　 　 　10 〃

Tylosin　20μ／9

　 　 　 　 10〃

十

粁

after 　工5　days

・p・i1・g・　1・・

什

骨

什

柵

卦

幵

4．64

．84

．86

．26

．34
．64

．64

．96

．46

．4

鞐

卦

＿＊

66742444■
　

，
　

，
　

9
　

，
　

匿
　

，
　

・

45466666

after 　25　days

spoi 盈age

卅

帯

冊

卅

卅

卅

pH

生 64

．64

．56

．26

．24
．64

．54

．．66

．26

．1

卅

冊

卅

＿＊

ド
k ．64

．84

．66

．46

．36
．36

．36

．2

aftcr 　40．　dayS

speilage

卅

冊

＋

卅

卅

卅

1・H4

．44
．5i4

．66

．25

．7
生 54

．44

．4636

．1

＊ fomat 重on 　 of 　grecn 　 spot

　実験条件下 で は と くに 接種量 の 著 し く少い 場合以外 は外観的な 変敗型式 と して は粘液の 分離 と pH の 低下で あ

つ た，対照とした Z あ るい は F ＋ Z （1 ： 4）添加試料は何れ もフ 日〜ユ5日で 完全 に 変敗 したが ，
AF2 の 場合で は

20μg！g以上 の 添加 で 37℃， 1 ヵ 月以 上 防腐で きた．s，　 DHA ，　B，　EDTA な どの添加は無効な い しは拮抗的に は

た ら く こ とが認 め られ ， また Z ＋ AF2 の 場合 も拮抗的な 結果がえ られ た，

　　Table 　8，　 Presorvation　teヨt　fbr丘sh 　 sausage 　iロ oculated 　 with 　bacteria　from ．

　　　　　　 typi ｛：al　greon 　spots・

Inoculum ： m 三xed 　 spore 　 suspens 量on 　 of 　B ．　Ciralans
，
10S〜 1伊 8pores ！g　 of 丘sh 　 sausage ．

Storage： 37°C
This　type 　 of 　spoilage 　 was 　 characterized 　by 　the　 fbr皿 atioロ of 　light　 green　spot　 on

the　 surface 　 of 　fish　 sau3age 。

1

F 十Z （1 ：4） 80μ 919
F 十Z （正 ；4）80μg〆g十 BpHB 　200μg〆g
F 十z （】 ：4）　80μg〆g 十 s　loooμglg
F 十Z （互 ：4） 80μg／g十 DHA 　 lOOOμglg
AF240 μ glg

　 　 20 〃

　 　 10 〃

卦 卅

＋

＋

幵 亅

幵

什

惜

　

，

．

ー
after 　15daysafter

　 25　 days
　 　 　 　 　 −．一 ・1after

　40　days

…
il・ g ・ 1・

H ：・p ・ ・1・g・

ll
・
H
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　AF5 は試験管内で え られ た結果 とは 逆に 40μg！gの添加濃度で も防腐効果 は 全 くみ とめ られ な か つ た．

　Tyl 。sin は 10μg／g程度の濃度で有効な こ とが認め られ た．

　b ）緑色斑点細菌接種の場合

　緑色斑点細菌 は褐色斑点細菌に 比 し薬剤抵抗性低 く，Table　8 に示す よ うに AF2 ・tylosin 何れ も10μ919で 37

℃， 1 ヵ 月以上防腐 で きた．しか しAF5 の場合 は前 と同じく20μg！gで も対照の F ＋ z と大差が な か っ た．

　F ＋ Z の 場合何れ も37℃ ，
7〜lo日で 緑色斑点の 発生をみ たが ， これ に S ・ B　te　1000〜2  μ919添加す る と き・

相当長期間斑点 の 発生を遅延 せ しめ る こ とが で きた．

　以上 の 防腐試験 の 結果 よ りF ＋ Z の 添加許可濃度 の 4〜5 倍の 高濃度の 添加に 依つ て も完全 に 防止 で き な い 褐

色 な らび に 緑色斑点変敗が AF2 ，　 tylosin の 添加に より防止 で きる こ とが明か となつ た．さらに 緑色斑点変敗 は

F ＋ Z に S あ るい は B を添加す る こ とに よつ て もあ る程度防止で き る こ と も認 め た．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　考　　　　
「
察

　Table 　l　 ic示 し た よ うに 従来報告 され て い る 魚肉 ソ
ーセ ー

ジ の変敗は普通 の畜肉 ソ ーセ ージ や かまぼ こ の 場合

に類似す る点が多い が ， ケ
ーシ ン グ の 種類 ， 加熱処理 条件 の相違 お よび防腐剤 の 添加などの 点 か ら変敗状況 ， 腐

敗微生物の種類も異な る もの と考えられ る．

　普通 の α oStridittnt に よる 自然腐敗 や llaeillusに よ る変敗は一
般に ナ イ トロ フ ラ ン 誘導体 の 添加 に より防止 で

き， そ の添加許可量の 範囲内で 相当長期間保 存可能 な魚肉 ソ ーセ ージが 製造市販きれ て来た．しか し原料 や 処理

工程よ りく る微生物の 熱ならび に薬品抵抗性は 必ずし も一定 で は な く， 抵抗菌 の混 入 や 出 現 の可 能性 は十 分考 え

られ る．最近 注 目され て い る軟化現象や この報文で 取扱 つ た 表在性斑点変敗はすべ て 充分 な熱 処 理 と充分量の 防

腐剤を添加した 条件下 で 発生 す る もの で ， 明か に 現用 の 防 腐 剤に 抵抗性 を有す る 細菌 ic起因す る もの と考 え られ

る．従 つ て これ が防止対策 として は新規な防魔剤の 研究 の み で な く， 原料 ， 処理 工程 な どの面か ら も充分再検討

をする必要があ る．

　著者らが取扱つ た斑 点状変 敗 は 表 面 の み に 起 り， と くに 保存温度の 高い 場合に 頻発す る もの で あるが ， 変敗と

云 う点からみ れば比較的軽微 な もの と云 うこ とが で きる．分離，同 定 され た菌株 は 何れ もナ イ トロ フ ラ ン 誘導体

に 抵抗｛生が強 く，就中襴色斑点細菌は ナ イ トロ フ ラ ン誘導体で は 第 1級に属する と思われ る AF2
，　AF5 　ettsい

て も実験条件下で 2〜12、5μg〆ml の 高濃度 を必要 とす る こ とが 判明 した．緑 色斑点細菌 は ナ イ トロ フ ラ ン 誘導体

に 対 し若干抵抗性 は弱 く，
AF2 ，　AF5 で は 1・oμg1皿 1以下 の 低濃度で 発 育 が 阻 止 され た．

　Tylosin は 且 subtilis
・
に 対 して は O．39μ9／ml ，　spore ・fer皿 ing　aerobe （接種量 （10i〜10fi）） に 対 して 2

，
3 の

例外 は あ るが 大 体 1〜 5．Oμ91ml の 完全発育阻止濃度が示 され て い る
7）．こ れ らの 値 な らび に Table　3　b） の 結果

より， 斑点細菌は tylosin に 対 し特 に 抵抗性が 大 な る もの で な い と云 うこ とが で き る．唯 ナ イ トロ フ ラ ン 誘導体

とは 逆に 緑色斑点細 菌 の方が若干抵抗性が大 で あ る こ とが認 め られ る．

　そ の 他の 供 試 薬剤 は
一

股 に 細菌 に 対 し抗菌力の弱い もの で あ るが ， 斑点細菌 は これ らに対し抵抗性が とくに 強

い ξは云えな い ，
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　防臠試験 で は 供試細菌 の 混合胞子 を や や 多量接種した条件下 で行 な つ た が，対照 の Z あ る い は F ＋ Z で は 100

μ919添加 で も無効で あつ たが ，
AF2 ，　 tylosin は 10−−20Pt9！9添 加 に て 相当長期の 保存 に 耐 え る こ とが 明 か と なつ

た．

　F は 魚肉ソ ーセ ージ な どの 食品成分に よ る 抗菌力 の 低下 は少 な い が Z は こ れ ら成分 の 影響が大 きく， す で に か

まぼ こな どに つ い て よ く認 め られ て い る事実で あ る．AF2
，
　AF5 は化学構造か らみ て も，　 Z との 類似性が 予想せ

られ ，AF2 の場合試験管内 で の 有効濃度 の 数倍量 の添加 を 必要と し，
　 AF5 で は適用濃度範囲で は全 く無効 で あつ

た．AF2 ，
　AF5 共に F

，
　 Z に 比 し 加熱 ，

　 pH に 対 す る安定性が 劣 る 点 は考慮 す べ きで あ るが，90℃，60分 の 熟処理

程度で は 著 しい 抗菌力の 低下 は み とめ られ な い の で ， 魚肉 ソ
ーセ ージ 中の あ る種成分の 拮抗ICよ る低下 とみ る べ

きで，こ の 点ナ イ トロ フ ラ ン 誘導体 の化学構造 と安定性 （拮抗物質に対す る） との 関係はもちろん ， 食品防腐剤

検索上か ら も興 味 あ る 問題 で あ る．こ れ らの 点 ICつ い て は 目下 詳細に 検討中 で あ る．

　AF2 は Z の ように 食品成分 に よ り抗菌力が拮抗され，加熱，　 pH 変化に 対す る安定性 は Z に 劣 る もの で あ る．

さらに AF2 は着色物質で あつ て 20μg！g 程度の 添加で は相当の着色 を 示す欠点が あ る．しかしその 防腐効果 と共

に 毒性，と くに 慢性中毒作用が ，
F

，
　 Z に 比 し著 し く少 な い 点を考慮す る と き ， 魚 肉 ソ ーセ ージ の 防腐剤 と して

一
応注目に価す る薬剤と考えられ る，

　Tylosinは褐色斑点細菌 に 対して は AF2 よ り低濃度 で 有効 で あり， か つ きわ め て安定 な物質で あ る．一方毒

慥iも低 く 〔LD50 （ラ ッ ト，経 口 投与＞591kg ，
400mg ／kgを犬 に 2 ヵ 年以上投与 して 安全 ），食 品 防 腐剤 と して 有望

視きれ て い る もの で あ る．しか し erythromycin と cross 　reslstance を示 し， また耐性獲得現象 もこ れ と同程度

で あ る結果が示 され て お り， こ の 点｝ζつ い て は今後 き らIC検討を要す る問題 で あ る．

　以 上 の ご と く魚肉 ソ ーセ ージ はAF2 な い しは tylosin の 適用に よ りきわ め て 苛 酷 な 条 件 下 で も長期保存可能 で

あ る が ， こ の 間の 品質の 劣化の 問題 は 今後に 残 され た 大 きな課題 と考 え られ る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総　　　　　括

　魚肉 ソ ーセ ージ に発 生 す る斑 点状変敗の 原 因 細菌 に 対 し各種防腐 剤 の 抗菌 力 を 検討 し ， と くに ナ イ ト ロ フ ラ ン

誘導体に 対 して は 従来示 され て い る 細菌 に 比 して 10倍以上 の 抵抗性 を有す る こ と を認 め た．これ ら斑 点状変敗 の

防止 に つ い て は， 原因細菌を接種 した魚肉ソ
ーセ ー

ジ の 保存試験の 結果 ，
2−furyl−3−（5−nitro ・2−furyl）・acrylami ・

de （AF2 ）な らび に 抗生物質 tylosin が す ぐれ た効果 を示し，
3・amin （》6 。（5

’・nitrofuryl ・7−ethenyl ）−1， 2，
4・triazine

hydrochleride （AF5 ） は適用 濃度範 囲 で は無 効 で あ る こ とを認 め た．
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