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ソ ル ビ ン 酸に よ る み そ の 防湧防か び に つ い て

（第 1 報） み そ酵 母に 対す る ソ ル ピ ン 酸の 効果

加　藤 熙
・好　井 　久　雄

（愛知県食品工 業試験所）

Sttidies　on 　Sorbic　Acid　as　a　Preservative 　of 　Miso

（1）EffeCt　of　Sorbic　A ¢ id　on 　the　Growth　of　Miso・yeasts

Hiroshi　Kato　 and 　Hisao　 Yoshii

（1皿 stitute 　of　Food　Technologア，
　Aichi　PrefeCture，　Shinpukuii．cho ，　Nishiku，　Nagoya）

　　The 　influence　of　sorbic 　acid 　on 　the　growth　of　miso −yeasts　was 　stu 〔lied．　 The τesults

obtained 　were 　as 　follows：

　　1）　At　the　level　of　105／皿 10f　viable 　ceHs ，
　each 　yeast　was 　inhibited　 by　 addition 　of

1 ：1000〜 1500sorbic　ac孟d　at　pH 　5，0　in　5％ NaCl　broth　media ．

　　2） The　effectiveness 　of　sorbic 　acid 　was 　enhanced 　as　the　NaCl　c  centrati   of　a

皿 edia 　 was 　 increased　or　 as 　 the　 pH 　 of　 a 　media 　was 　 1σwered ．　Calcu1ated　flom　 the

oαncentrat 玉on 　of　sorb 三c　acid 　which 　can 　inhibit　the 　growth　of　 Saccha厂o 〃 t　y‘θ5　rotl　cii　 and

％ 耀 姻 、 脚 at　ea ・h　pH ，・・．25　mg ・f ・・di・・  i・t・d 駢 bic　a ・id　i・ 100　m1 ・f　5％

NaCl　 broth　media 　was 　required 　to　suppress 　the　growth．

　　3） However，
　sorbic 　acid 　was 　not 　e任ective 　at　the 玉noculum 　size　more 　t与an 　106／m1 ，

even 　though 　ca ．25mg　ohmdissociated 　sorbic 　acid 　was 　added 　to　100ml　of　cuiture 　media ．

　　4）　CO2．p扣 duction　of　S．　rouxii 　suspended 　in　pH 　5つ phosphate 　buffer　was 　measured

with 　the　Warburg　manometer ．　Sorbic　acid 　was 　not 　 effective 　fα inhibiting　 CO2・produc ・

tiαn ，
　but　CO2．production　of　viable 　cells　less　than 　105／ml 　was 　negligible ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 緒　　　　　営

　み そ の 小袋詰は，保存中
“

発か び
”
，
‘‘
膨れ

”

を生 じ商品価値が 低下す る．従来は，デ ハ イ ドロ 酢酸の 添加，加

熱処理 お よび そ れ らの 併用が実施され て い たが ，完全 な 防止 法 で は なか っ た ，

　昨年 7月 にみ そ へ の 添加物 と し て ソル ビ ン酸 が許可 され た ． ソ ル ビ ン 酸 に よ る信 州 み そ な どの 防湧試 験 の結

果 は ， すで に 佐藤り，堂本η ，松 山
S）

， 山本
゜），大竹

S） らにより報告され て い るが ， み そ の種類お よび状態が そ れ

ぞ れ こ とな る ため ソ ル ビ ン 酸の 有効置 に 若干の 違 い が 出て い る ．

　著者らは，ソ ル ビ ン 酸 のみ そ へ の 応用 の 前提 と して ，

“

発か び
”
，
“
膨れ

”
の 原因 とな る み そ 酵母 に対す る ソ ル

ビ ン 酸の 効力を諷べ ，そ の 効力 に 影響す る要因tζつ い て 実験 した結果 を報告す る．
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突　　験　　方　　法

使 用曙地 ：既 報
6 ）の た まり希釈培地 （T ．N ．　O．2％，グ ル コ ース 6％，　 NaCl　 5 ％，　 pH　5．0） を基本 と し ・ 食塩

濃度およ び pH の影響を実験する時に は それ ぞ れを適当に 変えた ．また接種菌数の 影響を 実験する時は培地を

250m1 三 角 フ ラス コ ｝C　100　ml ， それ以外は試験管に 5ml ず つ 分注 し， 101bs，10分間加圧殺菌 した ．

ソ ル ピ ン駿の 添加 ： ソ ル ビ ン 酸 （S．A ．）として ，使 用上便 利 な ソ ル ビ ン 酸 カ リ （S．A 、K ．，台糖 フ ァ イザー （株）

製）を用い ，培地 に 添加後 pH を修正 し殺菌した，　 S．A ．K ．の 添加量は S．A ．として の 希釈倍率で 示した・

菌の接租 ：上記培地 で30℃ 2 日間前培養 した菌体を遠心分離 し，殺菌 5％食塩水 に懸濁 させ ， 初発菌数 の 実験以

外 は 10s／in1の レ ベ ル に な るよう接種し30℃で 培養した ．

菌体 増殖量 の潟定 ：初発菌数の実験で は経時的 に，そ れ以外は 1週間後の 培養液 2ml を とり水 で 5m1 に希釈 し，

培地の 同様な希釈液を対照 として ， 日立製光電光度計 EPO −B 型を用 い 660　m μ で の透過率を測定 し，菌体量を

一一　leg．　T で 示 した．

生薗撒の 測 定 ：上 記組成 に 寒天 2％を添加した培地を用い 希釈平板培養法に よ り測定し， 培養液 1m1 中の生菌

数を算出した．

CO2 発 生 量 の 測定 ：培養液および菌体の 緩衝液に懸濁させ た もの 各 3ml で の CO ， 発生量を，ワ
ール ブル グ検圧

計 に よ り30℃，120rPm で 経時的 ｝ζ測定した、緩衝液として ， 5 ％ NaC1 を含む pH 　5．0 の M ／15　KH ・PO ’・

Na2HPO4 ・2HiO 緩衝液を用 い ，菌体 は緩衝液で 3 回洗滌後懸濁させ ，グ ル コ ース は 600μM ／ml，　SAK ・は所

定 の 3倍濃度 に なる よう緩衝液に溶解 し，それぞれ 1ml ず つ をとり COi 発生量を測定し た．

実 験 紹 県 お よ び 考 察

菌株 に よる効力差　　Table　1 は，非産膜性酵母 13菌株 （愛知県下 み そ工 場 の 熟成諸味そ の 他か ら分離 した 7菌

株を含む）に対す る S．A ．K ．の 効 力 を示す．　S．A ，2000× 以下 の 添加 で は 全菌株が 生育 し，1500 ×添加 で は 13菌

株中 7菌株が微弱な増殖を示し， 1000× 添加で は ま っ た く増殖がみられなか っ た．増殖阻止濃度は1000〜1500×

で あり菌株 に よ り大きな差が み られ な い ．

　また・産膜性酵母 8 菌株 に つ い て ，液 内培 養 お よ び agar 　streak 法 に よ り同様の 実験 を 行 な っ た が・Table　2

お よ び Table 　3 に 示すように S．A ．1000〜1500X添加に よ り増殖 は 阻止 され た ．

　Be11ら
T） は各種酵母 に つ い て ，　 SA 　1000× 添加で増殖を 阻 止 す る pH 値を 求あ ，

　 Hansenura，
　 ToruloPSis，

Zygosaccharomycesに属す る 菌は pH 　5．　0〜5．5で S．A ．は 有効で ある と の べ て い る．また ，芝崎ら
s） は Rhodo・

torura，　 Candida を除き他の 酵母 は 1000X 〜2000× 添加物で 発育が 阻止 され る との べ
， 相磯 ら

9） に よ っ て も酵

母 に 対す る阻止効果は 1000× で示され て い る．

　こ れ らの 結果とあわせ て，み そ酵母 に対す る S．A ．K ．の 増殖阻止効果は，非産膜性お よ び 産膜性を問わず菌株

Table　1．　 Effect　of 　sorbic 　acid 　on 　growth ＊ of 　Misσ yeasts　at 　pH 　5．O　in　bToth　media
＊＊．

Sorbic　ac 三d
Strain

1000 × 1500× 2000X 3000X

Zcrg．卿 40厂 Tah4hashi
　 　 　 　 　 　 　 　 　 e彦 Yukaτva

Zorg．脚 ゴo厂

±

十

十

十

十

十

卅

惜

判・

卅
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Isolated　from　Mso

No．　 12347912

11

±

±

±

EE

±

十

十

十

十

卅

十骭

十

＊ Growth ： incubated　for　7　days　at 　30℃ ．
　　　 一

； O ．D ．＝O．OOO，　± 30 ．D．くO．005，　十 ； O ．D．＝0．025　　　　　
．

＊＊ Component　of 　media ： Tamari （total　nitmg   02％），
　glucose　6％，　NaCl　5％，　pH 　5．0

Table　2．　E丘ect　of　solbic 　acid 　o 見 grow しh　of 創皿 forming　yeasts　at　pH 　5，0　in　broth　media ．

StrainNo
。

Sorb皇c　 acid

・　 11000x 1500× ・・…　 13000×

12345678
＊

33333333

L

10899

66666555

壌 Incubated　days　when 丘lm ・f　yeast　was 　forrned　in　media ，

Table　3．　Effect　ol　sorbic 　aCld 　on 　growth 　 of 　film　forming　yeasts　at　pH 　5．O
　　　　　in　 agar 　streak 　method ．

St：ain Sorb玉c 　 acid

No．
・　 1 ・働 ・ 1 　　　　　　　　11500 ×

　　　　　　　　12000 × 3000×

12345678

1

＊

33333333 E

EEi

6

67

9 1

36666696

＊　cf　 Table　 2．
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に よりあまり大 き な差 は ない と考え られ る．

鎌 難 騨 蠶 鳳 瓢 蠶 學轆 撫 職
Table4 の よ うに ・S・　r ・ux ” で 1ま食塩皷 の増加・ したが 噛   麗 1ま低下 して い る．蠣 を阻止する S．A ．

鬻嵳：
蠍 麟 くなる に した が ・ て 小 さ ・な・・ … は ・・… 1 ・… は ・・・・… 5・ ・ は・… ×

藤1雛鰈 管蹴 謹 鷙獵 畫緇 蕩麗 鬻 獵
　T．miso に つ い て も S．　roua

‘
i と同様な傾向が え られ た．

黨壌。滋 錨」鷺
轍 分布す る も・ ・考・・れ ・・ で ・ ・H を4・・・

・ ・・・・・ … の ・段階 ・分・

S・　「°鹹 τ 蜘 とも… T・b1・ 5i ・示す・ う… H … と… で ・菌体黼 量・・そ れ 。 ど大き蹉 は み ら

Tab ’e

　
4
艪 鱧

b’c
　
a ・id ・・ 即 電 ・ ・f　S… 糊 nd τ 傭 ・ a・ d・ff・・en ・

StrainNaC1

％

S．A ．　 0

　 4000x

　 3000×

　 2000x

　1500×

　 10DOx

5．r σnav
’
i T．miso

5 10 15

0．469

0．06800

．0246

　 ±

0．382

「．

5130ロ0

±

0．2970

．02460

．OllO

・ i ・・

0．854

0．13970

，0066

Bas・1　medi ・ T ・mar 三 （T ・N ．・ O．2％）， 9五… se　6％．・pH ・5．0

0．770

0．0246

　 ±

1 ・5

0．5690

．0088

　 ±

Table
　
5・册 ect ・ f… bic　acid ・・ 9・・軸 ・ f ＆ ・・祕 ・ nd 冗 擁 ，。　a ・di旺，，en 、　pH 　levd、．

　 　 　 Strain　　　　　　　　　　　　　　　　 5．70 ゆ ピ　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 T．η 蕗∫o

pH 4．5

S．A ．　 0

　 6000x

　5000x

　4eOO×

　3000 ×

　2500 ×

2000 ×

1500×

1000× f

0．4440

．10240

．07570

．0269

1

… 1 … 1 ・・5 ｝ ・．。

0．462

0．05050

．0246

0，469

O．0757

1：鑄：
。．。、、。 l
　　　 l

　 0．699

「
°・0315

　 0．Ol10

　 　 ±

Basal　 m ・di・ ・ T ・面 α N ・O・2％），・gl・… e　6％，・N 。Cl．5％

5．4

0，770

18：；ll

0．810

0。14270

．02690

．02230

．OZ32
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れ ない が・pH 　4・5で は SAK ・添加 に よ り増殖量が か な り低下 した．　pH 　5．4 で は S．A．1000X の 添 加で も微量

だ が 明らか に増殖が み とめ られ・pH 　5・0 で は 1500× ，　pH 　4・5 で は2500 × の添加 で 増殖 が 阻止され た．

　Hoffmann ら
1°》 は 脂肪酸 の 抗菌性 と pH との 関係を し らべ ，　Cewlesli），　SpOehri：） らも低級脂肪酸の抗菌力

は pH に よ り差が あり，抗菌力 は 溶液中の 非解離型分子 に 起因する こ とを．指摘 して い る．　 S．A ，に っ い て も，
Beneke ら

13〕 は あ る種 のか び に対し pH 　4・0 以下 で 有効で あ る との べ ，芝崎 ら
s） は各種微生 物 に 対す る静菌

力が pH 低下 と と もに増加す る こ とを報 告 して い る ．ま た Bellら7） は酵母 の増殖を阻止す るに は S．A ，の非解
離型分子が溶液 100ml 中に 30〜40　mg 存在す る必要が ある とのぺ て い る，

　本実験 で 増殖を阻止す る S・A ．濃度で の非解離型分子 の量を計算する と，pH 　5，0， 1500× 添加 で は 24，6mg ／
100 ：nl，　 pH 　4．5，2500 × 添 加で は 26．4mg ／100　ml とな り，み そ酵母 の増殖を 抑制す る には 25mg ／100　ml 以 上

の 非解離型 S・A ・分子を必要とす る と考え られ る．したが っ て ， pH 　5・4 で は 750× 以上添加 しな ければ な らな

い ．

初発 菌数の 影響　　以 上 の 実験 で は 接種菌数 を los／ml の レ ベ ル で 行な っ た が，みそ 中の 酵母数 は 103〜5
／g で 多

い もの で は 10fi／g 以上 を示す場合もあ る．菌数に よ り S，A ．K ．の 効力も当然影響され る と 考えられ るの で ，　 S．
r伽 躍 およ び T．miso にっ い て ， 10弓， 10s，　 loe／m1 ，の レ ベ ル で 接種 した 時の 生菌数およ び 菌体増殖 量 の 経時

的変化を測定 した．

ぜ
∈

≧
B

　

げ

婁
ρ

ε
〉｝
£

這
Q

パ
’

B

ld5／mFC
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C

旧

μ
』

E

A

1（プ／ml
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≧
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B

C
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gy｝ Effect 　of 　sorbic 　acid 　on 　growth（viable 　ce1ls）of　S ．　t’

ou

ct ’〜 and　二「．　miso　at 　 di 旺elent　inoculum
s玉ze． S ．A．　concentration ；　AO，　 B　 4000×，　 C

3000 ×， 　 D2000 ×，　
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　Fig．1 に示すように ， 生菌数 の変化 は接種菌数 と関係なく同じよ うな傾向とな っ た ．すな わち，　 S．A ．K 添加

培地で は接種直後 に おい て SAK ．添加量 に応 じ生菌数は 駈 o 位まで 減少 した ．の ち ， 4000× ，3000× 添加 で は

無添加 に 比 し時間的なお くれは あ る もの の ， 無添 加 の 場合と 同 じ レベ ル まで 増加 した ．ま た，2000× 添加で は 7
日 間 ほ ぼ 同じレ ベ ル に あっ て 変 らず ，

1000× 添加で は漸次減少の傾向を示 し た．

　菌体増殖量 の変化 は・Fig・2 に示す よ うに ・4000× お よび 3000 × 添加で は 無添加 に 比 し， 見 か け上の lag

time が 長 くな る とともに 定常期で の 菌体量も S．A ．添加量の 増加 に よ り減少 し，　S．A ．に よ り増殖が 阻害され た

こ とを示 して い る．また，10‘
およ び 105／mI 接種 の場合に は ， 1000×添加に よ り増殖は完全 に 阻止 され ， 2000

×添加で も 7〜9 日間で非常 に微弱な増殖 しか示 さなか っ た．しか し， loe／rn1 接種の 場合 に は ， 2000 × 添 加で

明 らか な 増殖が み られ ， 1000×添加 で もわ ず か な が ら増殖が みられ た．
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F玉g．2．E｛fect　of 　 sorbic 　acid 　on 　growth （O．D ．） of　5，　 ro 駕鍾 ゴand

　　　　7「．mi5e 　at　di丘erent 　i皿 OCUlum 　size ．

　　　　Marks　are　simllar 　to　that　of 　Fig．1．

　pH 　5・o で S．A ．1000 × の添加に よ り，初発菌数の レ ベ ル 以上 に菌数が 増加 しな い 状態 で も， そ の 菌数が 106／
m1 以上 の塲合 に は菌体蓄積が測定可能 の 量まで すすむ と考え られ る，実際 に み そ へ 添加す る際， み そ中の 酵母

数が 10e／g 以上の もの で は，　 pH 　5．0 で 許可量1000× 添加に よ っ て も防湧防かびの 不完全な場合が あ る もの と推

定 され る ．

培地 で の CO2 発生　　S・A ・無添加，1000 ×，2000x 添 加培地 に S．　rouxii を 10fi／ml の レベ ル で 接種し，　CO ，

発生量を経時的に測定 した結果が Fig．3 で あ る．接種後90分間の CO ， 発生量は，無添加 で 約 43 μ1 とな り，
S．A ．K ．添加 に よ りtWY2に な っ たが それ ほ ど大きな差で は な い． ま た ， 30℃18時間培養鍛の CO ・ 発生 は，無添

加の場合 2分間で 130 μ1 とな っ たが ， 2000 × お よ び 1000X 添加で は90分 間 の CO2 発 生 量は接種直後の 場含とあ

ま り大きな差 は な く，2000× で や や増加，1000× で は や や 減少 の 傾向が み られ た．

　前実験で 明 らか なように ， S．A ．無添加の 場合菌数 の増加 が い ち じ る しく，そ れ に ともな い CO 、発生量も培養

時間の 経過とともに増加 した と考えられ，また ， 2000 × お よ び 1000X 添加 の 場合も生菌数変化の 傾向と
一

致 して

い る，した が っ て ，以 上 の よ うな酵 母 の 増殖を併う条件で の 実験結果か ら， S．A ．が酵母 に よ る CO2 発生を阻

害 して い る と結論す る こ とは で き な い．
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薗数 とC（y発 生 量 　　増殖を 併わな い 条件下 で 酵母 の

醸酵に よ る COi 発生を観察す るた め ，　 S．π   珍 の

菌体を pH 　5。O の M ／15 燐酸緩衝液に 懸濁 させ て 以

下 の 実験 に 供 した ．

　Fig．4 は，測定時の 菌数が los〆ml の レベ ル ICな る

よ うな菌液を調製 し，それを2，10，100倍 に希釈 した

時の そ れぞれφ COA 発生量を測定 した結果で あ る．

　60分間 の CO2 発生量は，そ れぞ れ69，44，11，3

pl となり菌数と比例関係は ない が，菌数を少な くす

る と ともに 大きく減少した．100倍希釈液 すなわち菌

数 が 10f／m1 の レ ベ ル で は CO2 発生 量 が 非常 に少な

い の で ， み そ中の酵母数hS　los／g 以下で そ の増殖を完

全に 阻止 した場合に は，CO2 発生に もとつ く袋の
“

膨

れ
”

は ほ とん ど問題 に な らない もの と考え られ る，

　COa 発生に対する S，A ，の効力　　S・rOttXt
’
i　ICつ

い て ，10ワ皿 1の 菌数 レ ベ ル で CO ，発生に 対す る S．A ．

の 効果を 実験 した 結果が Fig，5 で あ る．6e 分間の

CO2発生量は，
　 3000× 添加で は無添加とほ とんど差は

み られなか っ た が ，2000X およ び1000X 添加 で は や や

減少 した けれ ど大 きな差 は え られなか っ た， また ，

500× お よ び1GOX 添加で は，そ れぞれ無添加 の 約Ys，

％の CO2 発生量を 示す の みで ，か な り大きな抑制効

果が み られた．しか し，こ の 時 の S，A ，濃度は基質 グ

loo
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山本は
‘’

・ 酬 みそ ｝・　 S・A ・°・1〜・・2％を添加し鵬 合・ 添聴 後で はガ ・ 発生がみ られ るが 5・〜 24時齷 過
後 で は ま ・ た くガ ス 発生が な い と述べ て レ・ る・こ れは肚 の実験櫞 か らみ て ，　 S．A ．が酵驟 よ る C・， 発生を
阻害した とい うより ， む しろ S．A ．添加 に よ りみ そ 中の 酵 母 の 増殖が 抑制 され た ため と考えられ る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　　　 約

1・ み そ 酵母 ｝こ対す る肱 鋤 果は齢 ｝・より大 き嵯 はみ られ ず ，臘 が … ／ml の レ ベ ル で は ，H　5．。ICお
い て 1000〜1500× 添加に よ り増殖を阻止で きる．
2． 食塩濃度が 高 くな る と S．A に よ る酵母 の 増殖の 阻害度は大きくなる，ま た，　pH が 低 くな る ほ ど S．A ．の
効果 は大 きくな るが ・・れはrax中の s・A・の 非解鯉 分子 の 量欄 加す る た めと考えられ ， 鱸 5％ で腓 解
離型 の SA が 25　mg ／100　m1 以 上あれば酵母の 増殖を阻止 で きるもの と推定す る．
3・ pH 　

5・° に お い て ， 2°°°・ またtま・・。・・ 添加｝・より生菌数は ほぼ 横ば い あ るい は渺 の 齣 を示すが，褫
菌数が 10e／ml の 場合に は 1000 ×添加で もわずか な が らあきらか に菌体の 蓄積 が み られる，
4・ S・A ・　hS酵母 の C°・ 発生を儲 す る と1拷 え られない が ， 菌数が … ／m1 以 下で そ の 鞴 が 繝 され て い

る場合 に は CO2 発生量は非常に少 な い もの と考え られ る．
した が ・ て ・ み そ の 防湧防か び を目的として S・A ・K ・を齟 する場合 ， ・H お よ び食塩濃度とと もにみ そ勅

酵母数 に も留意す る必要が あ る．

齣 に 臨み・本実撚 つ い て 終 艪 指導下 さ・ 鳩 峡 郎所畏 ， および試料 のeeecな どICつ き鹹 助 欧 だ 、、t．a 糖 。

ア イザー （株）多賀正 明氏に感謝 の意 を表 す る，
本報 告の 概要 は 昭和39年度 日本醸 酵工 学会大会で 発表 した．
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