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　Awa −bancha ，　Goishi−cha 　and 　Ishizuchi−kurocha 　produced 　in　a 　part　of 　Shikoku　area 　are 　a　kind　of

the　 post −heating　 femlented　 tea．　 The　 present　investigation　 was 　 undertaken 　to　 report 　 on 　 the

characterization 　of　microorganisms 　 that　 were 　isolated　 and 　 identi員ed 　from　 the　process　of 　the

manufacture 　in　these 　post−heating　fermented 　teas．　 Aerobic 　 and 　 anaerobic 　microorganisms 　 and

fungi，such 　as 　La‘tohacilitts，　StrOptococczas，正勉‘〃 us，　Pseudomonas，／1Spergt
’
llus　and 　others 　were 　found．

And 　 also ，　 carried 　 out 　 to　 examine 　 the　 optimum 　 temperature ，　 the　 optimum 　 pH 　 and 　 the　 heat
resistance 　for　Pseudomonas 仞 潮 g勿 o∫α and 　P．6塚）acia 　that 　were 　isolated　from 　Awa −bancha 　and

Goishi−cha ．　 The 　 optimum 　 temperatures 　 and 　 the　 optimum 　 pH 　 were 　 40℃ 　and 　 pH 　 5．5　 for

P．aen4ginosa ，　and 　37℃ and 　pH 　5．0−7．O　for　P．　cenact
’
a，　 respectively ．　 R 　aenginosa 　 and 　P．　ceρacia

could 　grow 　 after 　heating　 up 　to　 70　 and 　80℃，respectively ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（R   eived 　July　2，
1994）
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　 Goishi−cha
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　1． 緒　　書

　後発酵茶 と呼 ば れ る
一

群 の 茶が あ る．こ れ は茶 の 分

類 で 従来用 い られ て きた不発酵茶，半発酵茶お よ び発

酵茶に 対 して ， 対等に 分 類 され るべ き茶類 で あ る．そ

の 風味 は ， 茶の 原点 を思 い 起 こ させ る独特 の もの で あ

り，従来 の もの と は一味 違 っ た 風 味 を有する の を特徴

とする．後 発酵茶 は製造工 程 の い ずれ か の 段 階 で 微生

物が 必ず関与し，また こ の 工 程 中に 好気性菌や嫌気性

菌 が 増殖 し， 茶葉 の 成分 と相 互 作用 を繰 り返 し， 特徴

ある風味 を作 り出す こ とに な る．後発酵茶は ， そ の 製

造 工 程 か ら   好気 的 カ ビ 発酵茶 の プ ア
ー

ル 茶 や 富 山

の 黒 茶 ，   嫌気的バ ク テ リア 発 酵茶 の ミヤ ン
， ラ ペ

ソー，阿波番茶，竹 筒酸茶，そ して   好 気的 カ ビ 発

酵の 後 ， 嫌気的バ クテ リア発酵を行 う，い わ ゆ る二 段

発酵茶 で ある碁石茶，石鎚黒茶 の 三 つ に 分 類する こ と

が で きる
「）．最近著者 の 宮川 ， 難波は ， こ れ ちの 茶 の

原点 と もい うべ き竹 筒酸茶 を中国よ り持 ち帰 り， 日本

に 紹 介し た，中国雲 南省の 布朗族で は， こ の茶は 「食

べ る もの 」 として利用 され て い るが，茶 の ル
ー

ツ
， 茶

の 食文化的な意味 か らも興味 の 持 た れ る もの で あ る．

阿波番茶 は徳 島県 の 上勝町 ， 上那賀町 ， 相 生町な どで

生産 され ， 碁石茶は ， 高知 県長岡郡大豊町 で ， 石鎚 黒

茶 は 愛媛県周桑郡小松 町 で そ れ ぞ れ 生産 さ れ て い る．

中国， タ イ お よ び ミ ャ ン マ ーな ど に 現 存する こ れ らの
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茶が なぜ 日本に お い て は ， 四国の
一

部の 地域 に の み 存

在する の か ，民俗学的，歴史的な観点 か ら も，興味が

もたれ るとこ ろで あ る．こ れ らの 茶 の 化学成分 の 特徴

に つ い て は 川 上 ら
2）S）が 香 気 の 面 よ り検 討 し，著 者

ら
4 ］5） は さ ら に 風 味 成 分 全体 に つ い て 明 ら か に して き

た．こ の 報告 は，こ れ らの 茶の 独 特な風味 と ， そ こ に

関与す る微 生物 の 関わ りを検討する た め に ，茶葉 に 存

在 す る微生物 の 分 離 を試 み た．岡 田 ら 61η
に よ り，こ

れ らの 茶に 乳酸菌 の 存在す る こ と が す で に 明 らか とな

っ て い る が ， 著者ら は ， 乳 酸菌 以 外 の 微生物 に つ い て

も検討 し，後発酵茶の 風味成分生成に関 して知見が得

られ たの で報告する．

　 2． 実験方法

　〔1） 試　　料

　 1992年，93年夏，阿波番茶は 徳島県勝浦郡 上勝町

で ， 碁石茶 は高知県長 岡郡大豊町 で，石鎚黒茶 は 愛媛

県周桑郡小松町千足 山村 で それぞれ製造され た もの で ，

各製造段階 に 基づ い て ， カ ビづ け葉 ， 桶づ け葉 お よび

桶づ け汁を採取 した．桶 づ け葉 に つ い て は ， 桶 の 上部

10cm 付近，桶 の 底よ り上 10　cm 付近 ， 桶 の 中央部分

よ り採取 し，細菌分 離用 の 試料 とした．

　（21 嫌気的後発酵茶 よ りの 微生物の 分離 と同定

　 カ ビ づ け葉 ， 桶出 し葉 の 各茶 葉 1g を無菌的 に 採取

後，た だ ち に滅菌生理 的食塩水 10ml に 入れ て 懸濁 さ

せ ，以下 の 培 地 に 0．05ml 接種 し た．カ ビ に つ い て は ，

ポ テ トデキ ス トロ
ー

ス 寒 天 培 地 ，好気性細菌 の 場合 は，

普通寒天培地 ，
LBS 培 地，　 TATAC 寒天培 地 ，　 DHL

寒 天培地 ，
PEES 寒 天 培地 ， 嫌気性細菌 は BS 寒 天 培

地 ， ES 寒天培地 ，
　 NBGT 寒天培地 ，　 NN 寒天培地，

VS 培地，　 LBS 培地 など の 選 択培地
9）9）

を用 い て培養

した．そ れ ぞ れ の 培地 に 出現 し た コ ロ ニ ーか らラ ン ダ

ム に 釣菌 し，保存培 地 に植菌した．こ れ を純粋分 離株

とした ．同定は グ ラ ム 染色，形態観察の ほ か 生化学試

験 な ど ，
API 同定 シ ス テ ム

9ト 11 ）
を用 い て 行 っ た．分

離 同定 した細菌は阿波番茶 は AW ，碁石茶 は GO ，石

鎚黒茶 は IS 等 の 記号 を付与 し，順 番 に 管 理 した．
’92

年採取分 に つ い て は AWS ，
　 GOS ，

　 ISH の ア ル フ ァ
ベ

ッ ト 3文字 を用 い ，
’93年分 に つ い て は 桶上 部 よ り採

取 し た もの に つ い て は U を 用 い て，AWU ，　 GOU ，

ISU と し， 中央部 よ り採 取 した もの は C として，下

部 よ り採取 した もの は D と して 表示 した ．

　（3） 分 離細菌 の 諸性質に つ い て

　Iilleudomonas属は，ベ ン ゼ ン 核 を開裂
12） させ る こ

18

とに よ っ て ， 茶の 主要 成分 で あるカテキ ン を分解す る

こ とが 知 られ て い る．また，分離細菌 の 中 で グラ ム 陰

性桿菌は 全体 で 3．6 × 105個 ／ml 存在 し， さ ら に そ の

中 で Pseudomonas 属 の もの が 4．Ox104個 ／m1 存在す

る もの と推定 され た．そ こ で，2，で 分 離 した 分離細菌

の 中 Psezadomonasに属す る好 気性細 菌 2株 を用 い て ，

そ れ ぞ れ の 生育に お よぼ す至適温度，至適 pH ， 増殖

曲線，耐 熱 性 試 験 を行 い そ の 性質 を 調べ た．

　1）　至適温度，至適 pH の 測定

　培 地 に は ブ イ ヨ ン 培 地 を用 い ，それ ぞれ前培 養液

0．1ml を培地 10　ml に接種 し， 30， 35， 37，
40

，
50℃

の 5 段階に 48 時間振盪培養 （135times／min ） し， そ

れ らを 600nm で の 吸光度を測 定 し，至 適 温 度 を求 め

た．至適 pH の 測定 は，ブ イ ヨ ン 培地 を滅菌 後，　 pH

を 3〜11に それぞれ調整 した もの に ， 至適温度 と同様

に前培養液 0．1m1 接種 し， 48 時間培養後 ， 600　nm で

の 吸光度を測定 した．

　 2）　増殖曲線

　1）で 得 られ た 結 果 よ り，pH 　5．8 に 調整 し た 培地

10m1 に 1）と同様 に 前培 養液 0．1m1 接種 し，37℃ で

振盪培養 し， 所定時 間 ご と に 600nm で の 吸光度を測

定 し， 増殖量を測定 した．

　 3）　 耐熱性試験

　pH 　5．8 に 調 整 した 培 地 10　m1 に前培 養液 0．1m1 を

接種 し，50〜10 ℃ の 各温度に 30分 間，培養器 をそれ

ぞ れ の 温度 に 液浸 した． こ れ を 37℃ で，48 時 間振盪

培養を行 い ，600nm で の 吸光度 を測定 し増殖量 を求

め，耐熱性の指標と した．

　3．結果 お よ び 考察

　（1） 微生物 の 分 離 と同定

　微生物 に つ い て は，阿波番茶 よ りバ クテ リア 47株，

碁 石 茶 よ りバ クテ リア 62株，カ ビ 5株，石 鎚黒茶 よ

りバ クテ リア 27株 ， カ ビ 2 株が それ ぞれ分離 された．

バ ク テ 1J ア に 関して ， 好気性菌の 生化学検査結果 をグ

ラム 陽性 ， 陰性に分けそれ ぞ れ Table　 1，
　 Table　2 に

示 した．表中グラム 陽性細菌に つ い て は，球菌 と桿菌

が 存在 し ， また グ ラム 陰性 の もの は，すべ て 桿菌 で，

DHL 寒天培地 に よ く生育 した と こ ろか ら Enterobact−

8洳 o即 召 の バ ク テ リア で あ る と み られ た ．ま た，0／F

テ ス トで糖 を好気的に も嫌気的に も分解 して ， 酸 を生

成する F を示す もの が 多く認 め られ た．Fig，1 に ， そ

の 中 の 桿菌 AWS1 を示 し た．カ ビ は，カ ビ づ け 工 程

の ある碁石茶 と石鎚黒茶か ら分 離 で きた．以上 の 知見
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Table　 1． Some 　properties　of　Gram
fermented　teas

positive　micreorganisms 　isolated　 from　 Japanese　 post−heating

AWSI　　AWSIl　AWU2　　AWCIl　AWC12　AWCL3　AWC14　AWC16　GDS4　　GOS5　　GOU2　　GOU6　　GOCl3　iSUIISU2　　1SU3　　1SU4S
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＊ R ： rod，　 　＊ ＊ S ： sphere ，　 B旦ank 　 is　 no 　 exa 皿ination，
Used　medium　of　isolationAWSユ，　AWSIL　　AWCユ3．　AWC14，

AWCll　and 　AWC12　：　L日S　agar

GOS5，　ISU3　and　ISU4　：　PEESGOU2

，　GOC13　and 　亅SUl
medium 　，　八WU2，　AWC工6，
mediu乢

！　nu しr訌ent 　a呂ar 　皿ediu 田　，
GOS4，　GOU6　and 　ISU2　：　TATAC　medium
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SQme　properties　of　Gram 　negative 　rnicroorganisms 　isolated　from　Japanese　post−heating　fer−
mented 　teas

Table 　2．
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H2S　production
UreaseTryptophan

　dea日inase
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＊ R ： rod

　Used　med 正um 　ofisolation 　，　 DHL　agar 　medillm

有機酸の 資化性，生合成 の 多様な こ とが考 えられ，こ

れ が お茶 の 味 に 様 々 に 影響 す るもの と考 え られ る．

　  　分離細ca　Pseudomonas　k の 諸性質に つ い て

　分離細菌 Pseudomonas属 2種 の 至適温度，至適 pH

増殖曲線，耐 熱 性 試 験 の 結果 を Fig．2〜5 に 示 した．

Fig．2 に示 し た よ うに ，増 殖 曲線 は，　 Pseudomon αs

cePacla が 24 時間 ま で に 急激な増殖 を示 して そ の 後

48 時 間 まで ほ ぼ 横 ば い な の に 対 して ，Psezadomontzs

aeruginosa は ， 全体 的 に 48 時間 ま で 直 線的 な増殖 を

示 し た．ま た Fig．3， 4 に 示 し た よ フ に，　 P．　aeraginosa

の 生育至適温度は 40℃，至 適 pH は 5．5 で あ り，　 P．

cOPacia の 生育至適温度は 37℃，至適 pH は 5．0〜7．0

で あ っ た ．耐熱性試験 の 結 果 は
，
Fig．5 に 示 し た よう

に，P．　cePacia は，80℃ で イ ン キ ュ ベ ー
トして も増殖

し，90℃ で 増 殖 が 急激 に 減少 した．P．　nerwginosa は，

60， 70℃ で 60％程 度に 増 殖が 減 少 し， 80℃ で 失 活 し

た．こ れ ら の こ と か ら，P．吻 α磁 ，
　 P．　aenrginosa は

と もに ，か な り耐熱性 の 細菌で あ る と考え られ た．阿

波番茶，碁石茶製造の 過程 で，蒸 した 茶葉 を桶 に つ め

重石 を の せ て 1〜2週 間発酵 させ る際 に，桶 の 中 の 温

度 を 測 定 し た と こ ろ
， 発 酵 に よ っ て 初期 は 最 高約

47℃ ， 最終 的 に 37〜40℃ に な っ た．こ の こ とか ら，

bacteriaFig ．1．

AWS 　 l．

Photomicrographs 　of 　isolated

from　Awa −bancha

x1 β00．　One　scale 　is　1μ m ．

よ り，同定結果 を Table　 3 に 示 し た．嫌気 性細菌は

属名まで ，好気性細菌は 種 名まで ，カ ビ は 胞子 の 形状

な ど
13）

に よ っ て 属名ま で 同定 した が，さらに 乳 酸菌

の 存 在 が 確 認 され，ま た ，0 ／F テ ス トよ り F を示す

もの が 多数存在 して い る こ と が 確認 さ れ た．ま た ク エ

ン 酸 利用性 の あ る もの が 多数認 め られ た こ と か ら， 糖

（1098）2 

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan society of Home Economics

NII-Electronic Library Service

Japan 　sooiety 　of 　Home 　Eoonomios

後 発 酵 茶 に 存在 す る微生 物の 特微

Table　3．　 Identified　microorganisms

Awa−bancha Goishi−cha Ishizuchi−kurocha

Aerobic　Microorganis皿 s
　Baci／IUS　subtilis

eacill〃3　circu ノ∂刀5

揖8ci ／lus　flθgatθriUth

Baci／lus　cereus
Baci／ノ〃5　1icfien／faJ「vais
eacillus　m瓰 eer8ns

fiaei1／us 　pe／7mvxa
ffnterococcus　c冴s3θ1iffaレFus

ff7terOCOCO〃S　feecium

enterooocoas　∂Fium
LeaCO〃ostoe 　SPP，
Streptcoccus　898 ／8ct ／8θ

Stfiph7ノ
’
aeaeeu5　ep／dθrt7idi3

Saph7rOeocOus　8ureUS
St8PカyrOCOCCUS　XJ厂ノOSUS
L8ctob8ci／IUS　pentosus
L8ctobecillus　P／3ntarum

∬ノebsie／18　pneum 　pneUtaon／8e
Klebsiθ1／8　0x7toc8
ff5cherich／8　00ノノ
Pseudemonas　ee／ru8illosn

Pseudomones　eepaci8
1a〃 thovaon8S　melto ρhiノノa

Chr7seomonas　ノ〃teo／8
イ4θノ

’
O吻Ofi∂S　C8V／8e

Aeromon∂S　hr♂ro．　C8レi∂θ

Aθ1e叨Onas　sob1i8
ffntθrob ∂cter 　agglovaer8ns

Serrati∂　P／vmuthie∂
Serrati8　flarc θsc θns

Cedeeea　／8P∂gei
Sph　in80．　〃〃ノtivoram

AWS1，8，9，　AWUI

　AWC13，15
　　AWC14
　　AWSll
AWS13，14，15

　　AWU2AWC16
，17AWS12

　AWC10，　AWDll
AWC11，12，　AWD12

AWU3，　AWU4

AWC18，　AWS16，17
　　AWS2AWS3AWS7

，10

GOU1，4，　GOC15，
GOD14，　GOS9，10，11
　　　　　　GOC16
　　　　　　GOD15

GOU2，3，　GOS12，13
GOC13，14，　GOD13

GOU7，　GOC1了，　GOD16
GOD17，18，　GOS1，2
　　　　　GOU5
　　　　　GOU6
　　　　　GOS4
　　　　　GOS5

GOD9，11，12
GOC9，10、1L12
　　　　　　　GOD10

GOS3

　GOC19
　GOD19
　GOD20GOS6

，8，14
　　GOUg
　　GOU8
　　GOS7
　　GOC18

ISCI5，16

ISUIISC17ISU2

　　　ISU3
　1S04，　ISC19
iSCll，12，14
　　　1SC13ISC211SH1

ISU5

正SC20

Anaerobic　Microorganis皿s

　〃ノfidobacteriu　7　SPP．
　StreptOCOCC〃S　SPP．

C／ostridiam 　SPP．
eacteroido8ceae　SPP．
eub8cteriu毋 SPP．
VeiノノOlleノノ8　SPP．
Sfiterob∂cteri8ce8 θ　SPP．
L8etobao／1／US　SPP．

　AWC1，　AWD1
八冊C2，3，4，5，8，9，
八冊D3．4，5，6，9，10
AWC6，7，　AWD7，8

GOC1，2，　GODI，2

GOC了，8，　GOD7，8
　　GOC3，4
　　 GOD3，4

GOC5，6，　GOD5，6

【SC9，10ISC7

，81SC3
，4ISC5

，6ISC1

，2

Fungi
　Asperg／11〃s　SPP．
　Pen／si ／iua　SPP ．
MUCO1　SPP．

　 60F4GOFI
，2，3

ISFI，2，3，4

こ の よ うな耐熱性 の 細 菌が 分離 され る こ と もあ りうる

と考えちれ た．ま た，Pseudomonasの ベ ン ゼ ン 核 の

開裂
2） に つ い て は，そ の 結果 と し て 当 該細 菌 が 茶 の

主要成分 で ある カ テ キ ン の 分解 に ど の よ うな対応 を し，

茶 の 風味 に どの よ うに か か わ っ て い る の か ，などに つ

い て は 次 回 に報告 した い ．

　　4． 要　　 約

　　後発酵茶の
一

種 で あ る 阿波番茶，碁石茶 ， 石鎚黒茶

そ れ ぞ れ の ，各製造 工 程 か ら微生物 を 分離 し ， 同定 を

行 っ た．

　　  　阿波番茶，碁石茶，石 鎚黒茶か ら嫌気性菌，好

気性菌，カ ビ が それ ぞ れ分離 さ れ，その 形状，諸性質 よ
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　　　Fig．2．　Growth 　 curve 　 of 　Pseudomonczs

●，」PsettdomonCts’
cePacia ； ■，　 Pseudomonas　 aentginOsa ．

Culture　conditions ： Cultured　with 　 shaking （135　times／

min ）at　37℃ in　the　peptone　broth （pH 　5．8）．
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O．5

40（
目
8030

冨

　　
　　
　

2

　　
　　
　

　

0

，
9d

）
−一
窪
9

」
Oo

．1

3D 　 37　 40
Temperatlire　（℃）

面

Fig．3．　 Effect　of　temperature 　on 　growth　of　Psestdo−

　 　 　 　 mo η tz∫

●，Pseudomonas’cePaCia ；■，　Pseudomonas　 aevaginosa ．

Culture　conditions 　are 　same 　as　Fig，2，

鮒

oo

50

（
8H
・
P
鵠

冨

ヨ

疂
O）

ξ的
F

卯

Σ
莟
占

ち

　　 呂
　 　 謡
　 　 　 0
　 　 　 　 40　　　　50　　　　60　　　　70　　　　80　　　　90　　　100
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Temperatures（

・C）

　　 Fig．5．　 Heat　resistance 　of 　Pseudomonas

●，Pseudomonas 吻 α磁 ；■，　 Pseudo 脚 nas 　 aerwginosa ．

Culture　broth　 are 　heat　 resistance 　at　 variQus 　 tempera −

tures 　for　10　min ，　and 　then 　cultured 　with 　shaking （135

times／min ）for　48　h　in　the　peptone　broth （pH 　5．8）．

り　Lactobacillt｛S，
　StrePtococczas

，
　BacillUS

，
」PSeudomonas

な ど の 存在 が 明 らか と な っ た ．

　（2） 阿波番茶 ， 碁 石 茶か らの 分離菌株 PseordomontZS

aenagz
’
nosa お よび P 　 cePacia を用 い て 至 適 温度，至

適 pH ，耐熱性 試験 を行 っ た．そ の 結果 至 適 温 度は そ

れぞれ 40℃，37℃ ，至適 pH は 5．5，5．O〜7．0， 耐熱

性 は 70℃ お よび 80℃ まで それぞれ増 殖 が 可能 で あ っ

た．

　本研 究 を進 め る に あた っ て 試 料 採 取 に ご 協力頂 い た

徳島県勝 浦郡上勝町役場平岡友
一

氏 をは じめ 生産者の

22

方 々
， 高知 県長 岡郡大豊町 の 小 笠原正春氏，愛媛 県周

桑郡小松町 の 曽我部 正 喜氏 に 深謝致 します．
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