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北大水産実報
35(4)， 271-285. 1984. 

魚類の PartialFreezing時における微生物

生態学的研究-1

Partial Freezing時における原料サパの微生物相の

変化と化学的変化について

越 永済*・信濃晴雄*・秋場 稔*

Studies on the Microbiological Ecology of Mackerel Stored by 

the Method of Partial Freezing・I

Changes in Microflora and Chemical Compounds in 

Mackerel Stored by Partial Freezing 

Youngje CHOへHaruoSHINANO* and Minoru AKIBA * 

Abstract 

Using mackerel in orderもostudy the effecもsof partial freezing storage (-30C， air-bl回も
or brine immersion) on preseving of fish biochemically and bac七eriologically，もhechanges in 
viable bacterial count， microflora， K-value， TMA-N and VB-N were investigated aも250C，O・
C， -3'C and -20'C sもorage

The initial viable b郎総rialcount of the mackerel w副 2.6XlO'jcm2 and七hegeneric 
composition of the micoflora included the genera Mora::cella (46%)， Flavobαcterium j Cyto-
F同α (31%)，Ps四 dom棚田 (IIIjIV-Hもype，6%)， Vib巾 (4%)，Micr，師側s(2%) and 
Stα:phyloω白山 (6%). When stored at 25'C and O'C，七heviable bac七erialcounts increasedも0
6.2 X 10' j cm2 and 4.5 X 10' j cm2 afもer2 and 15 days， respectively， andもhegenera Pseudom棚田

(IIIjIV-NH七ype)and Pseudo刑 ona(1111もype)were dominaもregardlessof the sもored
temperature，もhatis， wheもherit was 25'C or O'C. Throughou七も，heperiod of partial freezing 

storage， however， no remarkable changes in七heviable bac七erialcounもwasobserved. In the 
case of storage byもheair-blast method (-3'C)，出egenus Ps側 domonαs(IjlItype) w拙

dominant. Onもheother hand， the genus Mora::cellαwas recognized拙 dominantin the case 
of brine immersion. 

The K-value of the mackerel muscle s七oredat O'C w剖 63%after 12 days， but the value 
obtained at -3'C w拙 35%af旬rsame number of days. The difference in七heK-value 
beもweenO'C and -3'C was remarkable in spiもeof the small variation in temperature. 

Changes in the amoun臼 ofTMA-N and VB-N were parallel七ochanges in七heviable 
bacterial counts. During partial freezing storage， the production of TMA-N and VB-N from 
muscle was less七hanfor the sample stored at 25'C and O'C. 

緒言

Partial Freezing法(以下 PF法と記す〉は氷蔵，冷蔵，冷凍などの低温貯蔵法の一つで、あるが，

* 北海道大学水産学部食品製造学講座

(Lαb肝 αtory01 Mαrine Food Technology， F，αculty 01 Fishe何回，Hokkαido University) 
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魚類の 2-3週間の短期貯蔵法としての有用性が注目され，貯蔵中における魚類の鮮度判定指標の

一つである K 値をはじめとして，蛋白質の変性， TMA-N， VB-Nおよび TBA値の変化など，化

学的側面からの研究報告1)-引は多いが，貯蔵効果に最も大きな影響を及ぼす徴生物学的な面から

の報告例6)-8)は限られているのが現状である.本研究では PF法で魚類を保存した場合とその他

の温度(25"C，0"C及び-20"C)で保存した場合とについて，その貯蔵期間中における K-値， TMA-

N及び VB-Nなどの化学的変化並びにそれらに対応した試料の生菌数及び微生物相の変遷を比

較検討し PF法の保存効果を微生物学的側面から解明するための一つの基礎的資料を得たので

その結果について報告する。

実験方法

イ共試魚

供試魚としてはマサパ，Sωmberj叩 omωS，を用いた。小売広で入手した新鮮なサパ(400-500

g)を水氷に浸漬し，直ちに実験室に持ち帰り水分の蒸発を防止するためー尾づっポリエチレン袋

に収納して(ブライン浸漬供試魚はそのまま)25"C， O"C， -3"C (PF法，エアーフラスト及びブ

ライン浸漬)及び-20"Cの各温度で貯蔵した。これらの試料魚は 3尾を単位として一定期間毎に

それらの化学的変化 (K値， TMA-N及びVB-N)，生菌数及び微生物相の変遷を観察した。また

フラインとしては蒸留水にエタノールを 5%，食塩を 3%の割に添加したものを用い，供試魚をこ

のブラインに直接浸漬した場合の肉質に浸透するエタノール及び食塩量も測定した。

供試魚の化学的変化及びエタノールと食塩の浸透量

供試魚を各実験温度で保存した場合の TMA-N及びVB-N量は Conw乱y微量拡散法9)により定

量した。また， K値は過塩素酸で除タンパクした供試魚の抽出液を内山ら 10)の考案によるカラム

クロマトグラフィーによる簡易法で測定した。なお，ブライン浸漬された供試魚の肉質へのエタ

ノールと食塩の浸透量は食塩の場合には Mohr法ll)。エタノールについては酸化還元法12)によっ

た。

生菌数の測定

供試魚の皮膚 10cm2を含む背肉 lOgを無菌的に採取し，それに 50%人工海水 90mlを加えて

ホモジナイザーで約 2分間細砕したものを原液として 50%人工海水寒天板培地を用いて表面塗

抹培養法 (20"C，3日間〕によって皮膚 1cm2当りの生菌数を測定した。なお，人工海水は Lyman

and Flemingl3
)のものを用いた。

分類学的検査法

各供試魚の生菌数測定を終了したシャーレから無作為的に集落を釣菌し， 1350株の菌株を得

た。これらの分離菌株は 50%人工海水寒天平板培地で画線培養を行い純砕分離菌株とした。得ら

れた分離菌株は Shew品nら14ト15) 奥積ら 161， Baumanら川および Baird-Parkerら18ト川の方法に

よって genusレベルの分類を行った。なお，試験項目は以下に示す通りである。なお培養温度は特

記しなし、かぎり 25"Cである。

1. 形態学的及び生物学的性状

1) 菌形

50%人工海水寒天斜面培地で 25"C，16-20時間培養菌について菌形及び細胞の配列を観察し
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7こ。

2) 運動性

懸滴標本により観察した。

3) グラム染色性

Huckerの変法によった。

4) 食塩添加固形培地における発育

ブイヨン寒天培地に 0，0.5及び7%の食塩を添加し発育の程度を観察した。

5) ペニシリン感受性試験

Corlettら20)の方法によって行った。

2. 生化学的性状検査

1) カタラーゼ産生試験

スライドグラス上に 3%過酸化水素水を数滴とり， 24時間前培養した供試菌の少量を混和し発

泡の有無を観察した。

2) チクトロームオキシダーゼ試験

Kovacs21
)の方法によった。

3) 糖の分解

基礎培地として Hugh-Leifson培地2引を使用し，供試菌を穿刺培養後，糖(グルコース〉からの

好気的および嫌気的酸生成を観察した。

4) カゼインの水解

ミルク寒天平板培地に供試菌を画線培養し，培地の透明化の有無を観察した。

5) 硝酸塩の還元能検査

0.1%の割に硝酸カリを添加したブイヨンに供試菌を接種し 4日間培養後Tittslerの方法23)に

よって硝酸塩の還元能を観察した。。硫化水素産生能試験

ベプトン水に供試菌を接種し，綿栓と試験管の聞に挟んだ鉛糖紙の黒変化によって判定した。

結果及び考察

1. 各温度で貯蔵した供試魚の化学的成分および生菌数の変化

1) K-値

K-値は魚肉の鮮度判定指標の一つで ATP分解生成物全量に対するイノシン (HxR)とヒポキ

サンチン (Hx)量の 100分率で表示される。この値が小さい程，鮮度良好なことを示し，即殺魚

では 10%以下，生鮮魚では 20%前後，すり身やかまぼこ原料魚では 60-80%に及ぶものもある

ことが知られている。本研究における供試魚の K値の変動は Fig.1に示した通りである。即ち，

貯蔵直前の Kー値は約 20%であったが，各種貯蔵温度のうち常温貯蔵である 250Cの場合には 1

日で早くも 80%を越え腐敗状態に達した。 OOC貯蔵では K-値の増加速度は鈍り，貯蔵後 12日目

で初期腐敗と考えられる 60%を僅かに越える値であった。一方， -30Cのエアープラスト貯蔵で

はOOC貯蔵と同一日数の 12日目における K値は 35%とOOC場合の約 1/2の値で， OOCと同一値

になるには 45日聞を要した。また， -30Cのブライン貯蔵においては，エアープラスト貯蔵に比較

して多少高い値を示したが，これは供試魚の ATP分解生成物の一部がブライン中に拡散した結

果と思われる。この様にOOC貯蔵と -3・C貯蔵の両者間にみられる大きな K値の差はこの温度帯

における 3
0

Cとし、う極めて小さな温度差が供試魚の鮮度保持効果に大きな影響を与えることを示
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Fig.1. Changes in K-value of mackerel during storage at room temperature (25"(;ム)， O.C 
(・)， -S.C partial freezing (air-blast ・， brine immersion 0) and -20.C (・)
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Fig.2. Changes in the amount of TMA-N in mackerel during storage 抗 roomtemperature (25. 
Cム)， O.C (・)， -S.C partial freezing (air-blast ・， brine immersion 0) and -20.C (口).
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Fig. 3. Changes inもheamount of VB-N in mackerel during storage at room七emperature(25'C 

ム)， O'C (・)， -3'C partial freezing (air-blast・， brine immersion 0) and -20'C (・)
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R必sultsof七heidentification ofもheTable 1. 

Characteristics 
Ps. IIIjIV-H 

Rod 

+ 

Ps. IIIjIV -NH 

Rod 

+ 

PS.01 IjII 

3

4

 

A

U

*

e

 

b

十

一

Form 

Motility 

Gram stain 

Acid from glucose: aerobic 

anerobic 

+ 
+ 

十

+
+
+
+
+
+
 

+ 

+，一
+ 

十

十

Cytochrome oxidase 

Catalase 

Hydrogen sulfide production 

Nitrate reduction 

Casein hydrolysis 

Growth in NaCl: 0% 

7% + 
Yellow pigment 

Penicillin sensitiviも.y(3IUjml) 

叫 Positive'2: FlαりobαcteriumjOyω'phαga本 1・Pseudom棚田

制 Negaもlve

唆する結果であった。なお， -20'Cにおける K 値の変動は全く観察出来なかった。

2) TMA-N 

TMAはエキス成分として魚類の筋肉中に含有されている TMAO(trime七hylamineoxide)が細

菌の酵素によって還元されて生成する物質である。この TMAは生鮮魚にはほとんど存在せず，魚

の死後その増加の割合がアンモニアよりも大きく，鮮度判定指標のーっとして使用されている。た

だ，サメやエイなどの板鯨類に属する魚類ではエキス成分中に尿素を含むためにアンモニアの生

成が著しい。魚類の中でも淡水魚では TMAO含量は極めて少ないが海産魚には板鰐魚類などのよ

うに含有量の多いもの (500-1，000mg/l00 g)を含めて，平均 200-600mg/l00 g程度の TMAO

が見られ，イカやタコなどの軟体動物では 100-200mg/loo g，貝類では 10-50mg/100 g程度と

されており， TMA量による鮮度判定は主に海産魚を対象としている。なお，海産魚の場合にも

TMA量を基にして，鮮度判定を行なう場合，魚種によって初期腐敗の限界値が異なるため(タラ

類では 4-6mg/loo g，ニシンでは 7mg/100g，マグロでは1.5-2.0mg/100 g) TMAの測定値で

鮮度判定を行う場合には官能検査など，他の方法を併用することが必要である。

本実験に供試したサパの各貯蔵温度における経時的 TMA-N生成量を Fig.2に示した。これか

らも明らかなように 25'C貯蔵のものは貯蔵直後から急激に TMA-Nが生成され. 2日後には 9.4

mg/loo gを示して完全に腐敗の状態に達した。また. O'Cの場合には8日目には約1.0mg/100 g 

の値を示したが，この時点では官能的に何らの異常も認められなかったのに対し. 12日目では

2.4 mg/ 100 gの値を示し， 15日後の 4.2mg/loo gの場合には腐敗臭が感ぜられた。一方， -3'C貯

蔵におけるエアーブラスト法では TMA-Nの生成は 12日目において僅かに 0.5mg/100 gの値で，

O'C貯蔵の同時点における生成量に比較して極めて低い値であり .46日目においても約 2mg/l00 

gで，僅かに異臭が感ぜられる程度であった。このように O'Cと-3'Cとの貯蔵温度において顕著

な鮮度の差が認められることは前述の K-値の場合と同様なパターンであり .O'C付近の温度域に
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strains isolaもedfrom mackerel. 

Genus (Group) 
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Fig. 5. Changes in viable bacterial count of mackerel during sもorageat roomωmperature (250。
1¥.)， OOC (・)， _30C partial freezing (品ir-blast・， brine immersion 0， brine solution企)
and -200C (口)
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Numbers of the strain isolated from the mackerel sもoredat various temperatures 

No.of 3'C 
Temperature ba叫erla 25'C 。'C -20'C Toもa¥
Genus (Group) before the Air Brine Brine 

S加rage b¥ast lmmerslOn so¥ution 

Ps側 domon田 I/II 。 23 37 50 2 2 。 114 

Ps側 domonαsIII/IV-NH 。 64 29 1 4 。 。 98 

Ps側 dom開制 III/IV-H 4 17 。 34 。 6 6 61 

Maraxellα 23 31 111 140 181 163 95 744 

Flavobαd酢iu間 /Gy加'phaga 15 。 14 18 40 64 37 188 

Acinetobαcter 3 4 2 3 4 4 。 20 

Vib向。 2 4 2 l 2 。 。 11 

M問。叩C叫 S l 4 。 2 2 。 6 15 

Staphylo田 町us 2 l 3 4 10 14 10 44 

Not de七ermined 1 10 11 6 15 7 5 55 

Tota¥ 51 158 209 259 260 260 153 1350 

Table 2. 
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Fig. 6. Changes in bacもerialfiora of mackerel during storage at room 

temperature (25'C). 
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おいては僅少な温度差が TMA-Nの産生に大きな影響を及ぼすという Casω11ら刊の報告と一致

する結果であった。また，プライン浸漬法で得られた TMA-N量は実験期聞を通じエアープラスト

法で得られたものよりも低い値であったが，これはK一値の場合と同様の理由によるものと推察

された。なお， -20
0

C貯蔵の場合には TMA-Nの生成はほとんど認められなかった。

3) VB-N 

VB-Nはアンモニアを主体とした揮発性塩基窒素の総称で，魚類の腐敗段階で生成されるため

に腐敗指標として使用されており，極めて新鮮な魚肉で 5-10mg/l00 g，通常の鮮度の魚肉では

15-25 mg/100 g，腐敗初期の魚肉では 30-40mg/l00 g， 腐敗した魚肉で 50mg/l00 g以上と一

般的に言われているが，サメやエイなどのように多量の尿素や TMAOを含みアンモニアや TMA

生成の著しいものには適用されない。

本研究の各種貯蔵温度における供試魚の VB-N産生の経時的変化は Fig.3に示す如くである。

即ち， 25
0

Cでは供試魚の VB-Nの生成速度は大きく，貯蔵直前には 18mg/l00 g程度の VB-N量

が 1日後で 27mg/l00 g， 2日後では約 80mg/l00gに達し完全に腐敗の段階に至った。 OOCにおけ

るVB-N量は 4日目まではやや減少傾向を示したが，以後漸増し 15日においては 26mg/l00g程

度の値であった。一方， -3・C貯蔵のエアープラスト法では実験期聞を通じ VB-N量の増加は緩慢

で， 46日後も 22mg/l00 g程度の値を示し， VB-N生成の抑制効果が顕著に認められた。また，同

温度におけるブライン浸漬法では生成した VB-Nが浸潰液中に拡散するためと思われるが，貯蔵
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直後から実験期聞を通じて減少傾向にあった。なお， -20"C貯蔵の場合には VB-N量の変化は見

られなかった。

4) ヱタノール及び食塩の供試魚筋肉中への浸透

供試魚の 3"C貯蔵時におけるブライン浸漬法の場合には，ブライン中に 5%エタノーノレ及び

3%の食塩が含まれており，時間の経過とともにそれらの溶質が試料中に浸透するが，その浸透量

の変化を Fig.4に示した。エタノール，食塩ともに貯蔵初期には皮下 5mmまで、の筋肉中への浸透

量が 5mm以深の筋肉中への浸透量より多かったが，貯蔵後 23日目頃からは 5mm以深への浸透

量が多かった。このことは長期貯蔵による虹門からの溶質の浸透によるものと思われる。貯蔵品

目には食塩及びエタノールの浸透量はそれぞれ 2.3-2.4%及び 2.1-2.2%程度の値を示した。

5) 生菌数の変化

各種温度で貯蔵した場合の供試魚の生菌数及び-3"C貯蔵時のブライン浸漬法のブライン中の

生菌数の変化を Fig.5iこ示した。貯蔵直前の供試魚生菌数は 2.6X 104
/ cm2程度であったが，貯蔵

温度 25"Cでは 1日で 107/cm2iこまで達し，明らかに腐敗臭も感ぜられ， 2日後には完全に腐敗し，

供試魚の腐敗の早いことが観察された。 O"Cでは 25"Cの場合に比較して生菌数の増加速度はかな

り低く， 12日目で 106/cm2程度で， 15日目に到り腐敗臭が感ぜられ生菌数も 4.5X 107
/ cm2に達し

た。一方，-3"Cのエアープラスト法で貯蔵した供試魚の生菌数についてはすでに奥積ら叫が報告

している如く，貯蔵初期は僅かに減少傾向にあったが以後 12日目頃から微増を示し，貯蔵 46日

目でも 6.5X 105/ cm2程度の生菌数にとどまった。また，同じく -3"C貯蔵でのブライン浸漬法では
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さらに生菌数は少なく 46日目において 6.5X104/cm2と貯蔵直前の供試魚の生菌数に比べてほと

んど差がなかったが，これは浸漬液中への菌の流出が原因と考えられる。 20'0貯蔵においては

生菌数の増加は全く見られなかった。

越ら・

分離菌の分類

各貯蔵温度別供試魚からの分離菌株数は貯蔵直前の試料からの 51株， 25'0貯蔵区の試料から

の 158株， 0'0区からの 209株， -3'0 PF法のエアープラスト区からの 259株， -3'0ブライン浸

漬区からの 260株， -3'0フライン液からの 260株および 20'0区からの 153株の総計 1350株で

ある。これらの菌株は Shewanら叫-15)，奥積ら16)，Baum品nら川および Baird-Parkerら18)-19)の

方法に準拠して属レベルの分類を行った。すなわち， 1350株の分離菌中 273株はチトクロームオ

キシダーゼおよびカタラーゼ陽性のグラム陰性梓菌で単極毛を有し，炭水化物は非発酵的でペニ

シリンの感受性を持たないなど genusPseudomonas ~.こ属する菌株であった。これらの 273 株の菌

株は好気条件下におけるグルコースの分解能，硫化水素産生能，硝酸塩の還元能および好塩性の

諸性状から 114株が PsωωmonasI/II型に， 98株が Pseudo例側ωIII/IV-NH型に， 61株が

Psωdo慨 O鈍ωIII/IV-H型にそれぞれ分類された。また，グラム陰性，好気性の短梓菌で運動性が

認められず，チトクロームオキシダーゼおよびカタラーゼ陽性で炭水化物分解能なく，ペニシリ

ンに感受性を有するなど，明らかに genusMoraxellaに属するものと認められた菌株は分離菌株
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1350株中最も多く 744株を数えた。なお，グラム陰性，好気性の短梓菌で運動性が認められず炭

水化物の分解能もみられないなど genusMoraxellaに類似するが，チトクロームオキシダーゼ陰

性，好塩性およびペニシリンに対する感受性の点で genus Moraxellaとは異なり， genus 

Acinetobacterに分類された菌株が 20株認められた。 Shewan14)-15)はグラム陰性梓菌で炭水化物

分解能がなく，黄色あるいは燈色の非水溶性色素を産生する菌群を Flaωbac的拘m/cytophaga (以

下 F/Cと記す〉グループとして一括しているが， このクソレープに属するものは分離菌株中 188株

であった。さらに 11株はグラム陰性で単極毛を有しチトクロームオキシダーゼ，カタラーゼとも

に陽性で，明らかに嫌気的条件下においてグルコースの分解能を示すなどの性状から genus VI手

初切に分類された。分離菌株 1350株中，明らかに球菌と認められたものは 59株で，グラム染色性，

好気および嫌気的条件下におけるク。ルコースの分解能の有無，カタラーゼ産生能などから 44株が

genus Staphyゐωccusに 15株が genusM旬。ωmω に分類された。分類し得なかった菌株が 55株

認められたが，これら 55株はその形態学的，生化学的および生物学的諸性状から genusMoraxella 

および genusAcinetobacterに類似する菌株と推察されたが，グラム染色性およびペニシリンに対

する感受性の点、で前記2属と異なる菌株であった。以上の結果はまとめて Table1， 2に示したが，

魚体表面の微生物の分布についてはその 95%以上がグラム陰性梓菌で占められ，このような傾向

は諸家25ト 27)の説と一致する結果であった。

報実産水大北

細菌相の変遷3. 

前記した各種温度貯蔵中の供試魚から分離した 1350株についての属レベルでの分類結果を基
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魚類のPartialFreezing 

にして，各温度貯蔵中における供試魚の菌相の変遷を検討し，

1) 25
0

C貯蔵

この資料についてのみ，試料魚の捕獲時期が異なったものを用いた。この試料は2日後におい

て明らかに腐敗現象を示したが貯蔵直前の菌相中で優位を占めた Psωゐm側 ωIII/IV-NHが2

日後も優勢で，その他では Moraxellaおよび PsmUlom側 ω1/11が主な菌相構成菌であった。結果

はFig.6に示した。

2) OOC貯蔵

貯蔵初期に 46%程度の菌相割合を示した Mor郎 ellaが徐々に増加し， Fig.7に示すように8日

目では 92%という高い値を示したが，以後漸減し，初期腐敗の段階である 15日目にはほとんど

観察されなくなり，替って Psωdomo叫ωIII/IV-NHおよび Pseudo例側ωI/IIが 250C貯蔵の場合

と同様に菌相の大部分を占めた。

3) -30C貯蔵

エアープラスト区では Fig.8に示すように OOCの場合と同様貯蔵初期から優勢であった Mor-

αxellaが 24日目で 92%と菌相構成菌の大部分を占めたが，節目目ではその割合が 27%に減少

し，替って PsωdomonωIII/IV-Hが優勢 (70%)になり，弱い腐敗臭が感ぜられる 46日後では

Psωdom側 ωIII/IV-Hが観察されず，Psωdomonω1/11が優位 (90%)を占め PF法における試

料の腐敗段階での優勢菌が Pseuゐ隅onω1/11であることは奥積ら引の報告と一致する結果で

あった。また， 250CおよびOOC貯蔵の試料の腐敗段階で優位を占めた Ps仰 dom側 ωIII/IV-NHが

その結果を Fig.6-11に示した。
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PF法のエアープラスト区で菌相中に全くみられなかったことはこの種細菌が-3
0

Cという環境

温度および液相から固相への相変化に対応し得なかったものと考えられた。一方，ブライン浸漬

区ではエアーフラスト区と同様 MoraxellaとF/Cが貯蔵初期の主な優勢菌であったが Fig.9に

示す如く，日数の経過と供に Moraxellaの割合が増加し， 46日目には菌相の大部分がMω'axellaで

占められるに至った。なお，ブライン溶液中の菌相変遷はブライン浸漬区の試料の場合と同様な

傾向を示した (Fig.l0)。

4) -20
0C貯蔵

貯蔵初期の菌相は Moraxellaが優勢で，次いで、 F/C，Sωiphyloω倒必Sおよび M問。ω悶絡が主要

菌相構成菌であったが， 46日後においてもこのような傾向に変化は認められなかった (Fig.11)。

要約

1. -30C PF法のエアープラスト区およびブライン浸漬区における貯蔵試料の生菌数は 46日

後も貯蔵初期の生菌数(約 104/cm2)に比較してほとんど変化は認められず，また K-値， TMA-N 

および VB-Nなどの測定値も 25
0

Cおよび OOC貯蔵試料に比較して PF法による貯蔵試料の方が

低い値を示した。

2. 各種温度における貯蔵試験試料の最終段階での菌相中で優位を占めた菌は 25
0

CおよびOOC

では Ps叩 don側 ωIII/IV-NH，-30Cェアープラスト区では PsωdomonωI/II，-30Cブライン浸

漬区，ブライン溶液および-20
0

Cでは Moraxellaで，貯蔵温度によって優勢種の異なることが観

察された。

3. 貯蔵試料の肉質への食塩および、エタノールの浸透量は 2週間後で共に 1%以下であった。
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