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北大水産業報
43(3)， 115-123. 1992. 

細菌の増殖に及ぼす二酸化炭素の影響

山崎浩司・.)11合祐史*・猪上徳雄専・信濃晴雄*

Effect of Carbon Dioxide on the Growth of Bacteria 

Koji YAMAZAKI*， Yuji KAWAI*， Norio INouE* 

and Haruo SHINANO* 

Abstract 

Fille飽 ofwalleye pollack (Ther勾rachalccg叩隅隅α)were packed in pouch田 oflow g幽

perm抽 bilityunder air or 1∞% carbon dioxide (002)， and sもoreda七O・O. The micros.ora and 
chemical properti剖 wereex鉱nined. The effec七of002 onもheisola旬dspoilage bacterium， 
Ps側め間棚倒 sp.，w幽 alsoinvesもigatedin relation to intr叫 ellularorganic郁 ids.

No increase w踊 observedin aerobic viable ∞unts and vola七ileb制 icnitrogen (VB-N) of 
七hefille飽 p蹴 kedin 002・ ThepH of fillets packed in 002 immedia七lyd田 re蹴 edもoa low 
value， and this value remained throughouもも，hesω，rageperiod. The domim凶 generaof fillets 
in晶，ir-packswere of七hePs側め師側出 type1/11 and Moraxella Spp.， while those in 002・p即 ks
were Micn剛 :ICCUSSpp. and Sω:phyゐω出 叫sSpp・-

Gram-negaもiveb邸旬，riaisola飴dfrom the spoiled air-packaged fillets showed a higher 
sensitiviけも0002もhandid gram-posi七iveb郎総riaisola飴dfrom 002-packaged fillets. The 
relative amOUI比 ofL-malate incre酪 edin cells of Pseudomonas Sp. incubaもedin a 002 
抗 mosphere. This r，田ultSUppO時edthe id岨七hat002 inhibitsレ皿ala飴 dehydrogenaseof 
Ps側ゐ隅側儲 sp.isola旬dfrom air-p即 kagedsampl曲.

緒 言

食品の貯蔵法に関する多くの研究の中でも冷蔵あるいは冷凍法に関する報告が多い1)が，昭和

40年代中頃から新しい貯蔵法としてガス置換包装が話題になり始めた。この方法は，ガスパリ

ヤー性の高い包装容器内の酸素 (02) を機械的(一般には真空包装機)に除去し，その後窒素

(N2) または二酸化炭素 (002) などの不活性ガスを充填し，食品の品質を保持しようとするもの

である。食品の中でも特に生鮮魚介類については，肉質の変化，脂質の酸化および徴生物による

腐敗などが起こりやすいため，この方法を用いることが検討されている2-5，7，へこの方法はシェル

フライフを延長できる点もさることながらガス置換することだけで既存の設備と流通網をそのま

ま利用できるとともに，生鮮魚を包装状態で輸送可能であることから，微生物による二次汚染も

防止できる利点がある。

ガス置換貯蔵法に関する研究は， P釘 kin2)およびMolinら引が海産魚を用いて 002の静菌効果

を，また Kingら6)は 002濃度 70%において腐敗細菌である Psωゐ働側ω aeruginosaの世代時聞

が2倍に延長することを明らかにしている。またガス置換する場合の効果的な 002濃度につい

て，Tarr7
)は40-50%，Ooyne8)は 100%としているが，一般的には 002濃度が高L、ほどその効果

-北海道大学水産学部食品製造学講座
(Labora伽 y01 F，∞d T，田h削ゐgy，Faculty 01 TI匂he叩 s，Hokkaido Un問 問ty)
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も高いと考えられている。我が国においては，藤井ら叫および岡ら5)が魚介類を対象として同様の

研究を行っているが，その報告例は少ないのが現状である。そこで本研究では，スケトウダラ切

り身を高濃度 CO2存在下で貯蔵した場合の化学的変化および細菌の増殖と菌相を調べ，さらに

CO2によって抑制される代表細菌の TCA回路に及ぼす影響について検討した。

実験方法

試料の調製

函館市内の小売広から入手した新鮮なスケトウダラ(日俳句rac1wlcogramma)の内臓を除去

し，水洗後，三枚に卸し，剥皮後に再度水洗して 30gずつの切り身にしたものを試料とした。

ガス充填および貯蔵方法

材料を包材 (K-ナイロン/セロハン， 18cmX18cm)に入れ，まず真空包装(柏木式真空包装機

FN4・IA)した。その後 CO2を約 600ml注入し (C02濃度 98.8%)，これを C02100%置換区とし

た。また同様に空気を注入して含気包装したものを Air対照区とした。これら 2区の試料を OOCで

貯蔵し，経目的に取り出して以下の測定に供した。なお各試料区のガス組成は， WG・1∞(1/4"X

1.8 m， GL Science)カラムを用いてガスクロマトグラフィーで定量した。

揮発性塩基窒素 (VB・N)および pHの測定

試料 30gを滅菌生理的食塩水 270gとともに 1分間，ホモジナイズ(日本精機 HD・2)したもの

を試料液とした。これの VB-NはConw可の微量拡散緩衝法 (H3B03・HCl法)剖， pHはガラス電

極 pHメーター (HORIBAH-7 SD)を用いて測定した。

生菌数の測定と好気性細菌の分離

VB-Nの測定と同様の方法で調製した試料液を用い，常法に従って普通寒天平板培地で表面塗

抹法によって 15
0

C，7日間培養後生菌数を測定した。また最適希釈平板の一定区画に存在するす

べてのコロニーを釣菌し，同定に供した。

分離菌の問定

分離菌株は Bergey便覧10，11)を参考にして Shewanら12)の図式を改変したスキーム 13)に準じて

同定した。なお試験項目は以下に示す通りである。

1) 形態学的性状検査

分離菌株の標準寒天培地上における色調，集落の形態，グラム染色標本による菌体の形状，配

列ならびに運動性(懸濁標本)，鞭毛の付着部位，芽胞の有無などを観察した。

2) グルコースからの好気的並びに嫌気的酸生成試験

Baird-Parkerの方法14)に準じて行った。

3) オキシダーゼ試験

普通寒天平板培地で 30
0

C，2日間培養した分離菌株を漉紙に塗抹し， 1% N， N， N'， N'-

Teもrameも，hyl-p-phenylenedi岨 ineDihydrochloride水溶液を漉紙に浸み込ませて， 30秒以内に濃

青色に変色したものを陽性とした。

4) カタラーゼ試験

普通寒天平板培地上の新鮮培養集落に3%過酸化水素水を滴下し，発泡の有無により判定した。
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5) ペニシリン感受性試験

感性ディスグ用培地-N(ニッスイ)平板に分離菌株を塗抹した後，ペニシリンディスク(昭和

ディスク)を無菌的に置き 30・0，2日間培養後，培地上に形成された阻止円の直径により判定を

行った。

6) 好塩性試験

普通寒天斜面培地で 3000，2日間培養した分離菌株を，食塩無添加および1.0%添加ぺプトン水

に 10'ωlls/ml程度になるように接種後. 30
0

0，2日間培養し増殖の有無を肉眼で観察した。

分離代表菌株の CO2抵抗性測定

供試菌株として Air対照区から分離した Ps側 dom側 ωI/II型.Mora:alla sp.および 002置換

区から分離した Microω倒必ssp.， Sωvphyゐω∞ωsp.の4種類を供試した。これらの供試菌を，魚

肉エキス 0.5%，Tryptic8.'!e pepωne (BBL) 0.5%， Na.OI 0.5%，グルコース 0.1%の組成の魚肉ブイ

ヨン (FNB)によって前培養 (2500，15時間)し，遠心分離 (3，∞oxg，10分間)によって集菌・

洗浄 (2回)後，これを loomlのFNBに550nmにおける吸光値が 0.100となるように懸濁した

(5∞ ml容三角フラスコを使用〉。三角フラスコのヘッドスペースを 002で置換(流速 Il/minで

2分間注入)したものを 002培養区とし，未処理のものを Air培養区とした(対照)。それぞれ

25・Cで振漫培養 (65往復/min)し，経時的に 550nmにおける吸光値を測定した。また測定後に

は毎回 002を同様の条件で再充填した。

Pseudomonas sp.菌体内の TCA回路関連有機酸の定量

Air対照区スケトウダラ肉から分離した Ps側 do明側ωI/II型の菌株を，上記と同様の方法で 24

時間 Airおよび 002存在下で、培養を行った(それぞれを Air培養区.002猪養区と呼ぶ)。この培

養液を O.IMリン酸塩緩衝液 (pH7.6)で遠心分離 (3，∞oxg，10分間)により集菌・洗浄 (3回)

して得た細胞を.1%リゾチーム O.IMリン酸塩緩衝液 (pH7.6) 4mlに再懸濁し.3700， 12時

間保温して溶菌させた後，超音波ホモジナイザー(大岳製作所製 5202PZT)で5O.W，20分間の処

理を行い菌体を破壊した。この菌体浮遊液を遠心分離 (13，0∞xg，30分間)し，その上清区分を

限外鴻過チューブ (MILLIPOREウルトラフリー03，分画分子量 5，0∞)を用いて遠心分画

(5，∞Oxg， 120分間)した瀬液区分を試料液とした。この試料液を高速液体クロマトグラフィー

(HPLO)に供し TOA回路関連有機酸(ピルビン酸，オキザロ酢酸，グエン酸.2ケトクソレタル酸，

フマル酸，レリンゴ酸)を定量した。なお HPLOの分析条件は以下に示した通りである。

ポンプ:BIP-I (日本分光)

検出器:UVIDEO-I0かV(日本分光)

検出波長:210nm 

カラム:Finep池田L0-18SX2 (日本分光)

カラム温度:室温 (2000)

移動相:0.1 M KH2PO，-H3PO， (pH 2.1) 
流速1.0ml/min 

結果および考察

生菌数， VB-Nおよび pHの変化

000で貯蔵した 0021∞%置換区， Air対照区の両試料区の生菌数変化は Fig.1に示した。碍者

共に貯蔵直後には 10'cells/g程度であったが， Air対照区では貯蔵2日目以降増加傾向を示し，貯
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Fig. 1. Chang回 m 七heviable cell counts of 
walleye pollack fille胞 sωred抗 0・Cunder 
air (・)or 1∞% CO2 (.). 
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蔵 5日目には 106，11日目には 107，16日目には 108に達した。しかし CO2置換区では貯蔵期聞を

通して生菌数にはほとんど変化がなく，初発菌数 (10'cells/g)が維持され静菌状態を示した。こ

の結果については， CO2置換区における O2濃度が低く，本実験では貯蔵期聞を通して 0.3%未満

であったために増殖が抑制されたとも考えられるが，一般的な好気性細菌 (Psωdom側 ω属)で

はわずか0.1%の O2存在下でも十分に増殖できることが明らかにされている 14)ことから，細菌

の増殖が O2の減少よりも CO2により何らかの影響を受けているものと考えられた。

次に VB-Nの変化 (Fig.2)は，両区ともに貯蔵直後にはlOmg/loog程度であったが， Air対照

区ではその後徐々に上昇し，貯蔵9日目には 20mg/loog程度となったが，その後急激に増加し

11日目には 41mg/loo g， 19日目には 67mg/100gに達した。一方， C02100%置換区では貯蔵期

間を通じてほとんど変化はなく，貯蔵直後の約 10mg/loog，前後を維持した。一般に魚肉の腐敗

の指標として用いられる VB-Nは30-40mg/loo gで初期腐敗の魚肉とされていることから考え

ると，本実験に供した試料のシェルフライフは Air対照区で約 10日間， C02100%置換区では 19

日間以上で， Air対照区の約 2倍を示す値が得られた。

Air対照区の pHの変化 (Fig.3)は， VB-Nの変化と同様に貯蔵 11日目以降に上昇傾向を示

し， 16日目には 7.2に達した。しかし， CO2 100%置換区では貯蔵開始直後に pHの低下 (pH6.5) 

が観察され，その後は貯蔵期間を通じて著しい変化はなく， 6.3-6.6の値を維持した。このように

C021oo%置換区で貯蔵開始直後に観察された pHの低下は， CO2置換貯蔵において一般的に認

められる現象州であり ，CO2が魚肉中に浸透・溶解して炭酸 (H2C03) となり，それが解離する

ことにより pHが低下したものと考えられる。

70 

60 

g 50 
言ω

10 

。
。

Fig. 2. Changes inもheamoun七ofVB-N of 
walleye pollack fille飽 S句redat 0・Cunder 
air (・)or 100% CO2 (.). 
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Fig.3. Oh岨 gesin也.epH of walleye pollack創1e旬 sωredat 0・ounder air (・)or 
1∞% 002 (...). 

分離菌の同定と菌棺の変遷

Air対照区から 162株， 002置換区から 171株の合計 333株の分離菌株を得たが，これら菌株を

同定した結果は Table1に示した通りである。 Air対照区では，Pseuゐm側 ω1/11型に 49株，

PseudomonωIII/IV-NH型に 12株，MO'f'僻 'ella属に 44株，M'的側ωω 属に 25株， 8ωphyゐω∞us
属に 13株，Oorynebacterium属に8株が同定されたが， 11株は同定し得なかった。一方， 002100%

置換区では Psω:domonω1/11型に 10株，Pseudo例側ωIII/IV-NH型に8株，MO'f"，仰 'ella属に 11

株，M:問。似恕附属に 55株，8<ωphyゐω∞us属に 57株，O()lf抑 ebac伽切m属に 11株が同定されたが

19株は同定できなかった。

また菌相の変遷は， Fig.4-AおよびBに示したように，貯蔵直後には両区共にグラム陽性球菌

のMicro倒加闘ならびに Sωphy伽御悩の両属で 50%程度を占め優勢であり，グラム陰性梓菌の

Psωdomonω属およびMO'1"axella属は併せて 10%程度であった。その後， Air対照区では，貯蔵

7日目以降にはグラム陰性梓菌の Psωゐm側 ω1/11型およびMO'f'axella属の占める割合が高くな

り優勢となった。しかし， 002100%置換区では貯蔵期間を通して菌相の変動はほとんどなく，貯

蔵直後に多く検出された M町"OCOCC'l必属ならびに Sωphyゐ伽ωs属が貯蔵期聞を通して 50%以上

を占め優勢であった。また， Air対照区で優勢であった Pseuゐm側 ω 1/11型およびMO'1"I町 ella属

は，貯蔵期間の延長につれて割合が減少する傾向にあった。

Tab1e l. The number of bacteria1 strains iso1ated from walleye pollaιk宣lle旬
Sもoredat 000 under air or 100% 002 

Genera Air pa品k 002pack 

Microc∞側8Spp. 25 55 

Staphy恥附usSpp. 13 57 

Ps側ゐ師側白色，ypeIjII 49 10 

Ps側ゐ明側副 typeIIIjIV-NH 12 8 

Moraxella Spp. 44 11 

C凹yneb即 teriumSpp 8 11 

Others 11 19 

Toもa1 162 171 
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Fig. 4. Changes in microflora of walleye pollack fillets sもoredat 0・Cunder (A) air or (B) 1∞% 
CO2・

AbbreviωiOIl8: Mi， M-問問削蜘 spp.;S， Sω>phyゐC御悩 spp.;P1， Ps側ゐ隅onω もype1/11; 
P3， Ps側め隅側倒も，ypeIII/IV; Mo， Mor，ω:ella spp.; C， Oorynebacte問.叫隅 spp.;0， 
Others. 

一般に魚肉の腐敗には，Psωゐ例制ωs属をはじめとするグラム陰性梓菌が関与するとされてい

る15-17)。また奥積ら18)は解凍魚の腐敗時における菌相を検討し，Ps仰 dom側:as I/II型，

Pseudo側 nω I1IjIV-H型，Moれ間宮lla属などが多数検出されたとしている。本研究でも， Air対照

区では貯蔵 7日目から腐敗に至る 19日目にかけて PSImゐm側ω I/II型および MorU$ella属が多

数検出され，奥積ら18)の結果とよく一致した。一方， 00
2置換区においては生菌数の増加も認め

られず (Fig.1)，さらに魚肉の腐敗に関与する Psωdo間側四属および MorU $ella属などのグラム

陰性梓菌がほとんど検出されず，グラム陽性球菌が多数検出された (Fig.4・B)。したがってこの差

異がVB-N量およびpHにも反映されたものと思われる。 002に対する抵抗性は Suもherlandら19)
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および Sillikerら20)によって，グラム陰性菌よりも陽性菌の方が強いことが報告されているが，本

実験でも同様の結果であった。

スケトウダラ肉由来の代表菌株の 002抵抗性

スケトウダラ肉由来の代表菌株の発育に対する CO2の影響について Fig.5に示した。いずれの

場合も CO2により増殖の遅延が認められた。しかし，Staphyゐωωωsp.ではかなり増殖が遅いも

のの貯蔵期聞を通じて増加傾向を示した。また，M，問。ω∞ussp.においても若干ではあるが増殖

が認められた。しかし，Psωdo仰叫ω I/II型および Morω'ellasp.では培養期間中を通じて増殖

は全く認められなかった。この結果は，生菌数の変化 (Fig.l)ならびに菌相の変遷 (Fig.4-A， B) 

の結果とよく一致するもので，グラム陽性菌のほうが陰性菌よりも CO2に対する抵抗性の強L、こ

とが顕著に認められた。また，M:問。ω∞ussp.より Sωphyゐω∞ωsp.の方が増殖カが強かった結

果は，絶対好気性菌の M悶 切 侃 仰S属よりも通性嫌気性菌の Staphyゐω悶必属の方が酸素 (02) の

少ない環境に適していたためと考えられる。

5 

4 

3 
g 

Fig. 5. Effecもsof 002 on the growth of b師事e・
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Pseudomonas sp.の菌体内 TCA回路に及ぼす CO2影響

Air対照区で増殖し C02100%置換区では全く増殖しなかった Ps側 dom側 ω I/II型に分類さ

れる一菌株 (Ps側 do間側ωsp.)を供試し，菌体内の 7種の TCA回路関連有機酸の組成を Fig.6

に示した。有機酸組成を培養前の状態(対照)と比較した場合， CO2培養区ではリンゴ酸の増大と

フマル酸およびクエン酸の減少が顕著に認められ，Air培養区ではリンゴ酸およびピノレピン酸の

減少とフマル酸の増大がみられた。 Kingら21)は 50%CO2存在下での PSfmゐm側 ω aerug仇osaの

代謝有機酸の消長について検討した結果， リンゴ酸脱水素酵素およびイソクエン酸脱水素酵素が

阻害を受けることを報告している。本実験の結果からは，間接的ではあるが CO2がリンゴ酸から

オキザロ酢酸への反応に関与するリンゴ酸脱水素酵素を阻害し， リンゴ酸の相対的増大が起こっ

たものと推察された。このように TCA回路関連の酵素が CO2により阻害を受け，正常な代謝が行

われなくなることも，CO2による増殖抑制メカニズムの要因のひとつになっているものと考えら

れる。

以上のことから，スケトウダラ切り身を CO2によるガス置換貯蔵した場合，そのシェルフライ

フが貯蔵日数で約2倍に延長され，ガス置換包装法の有効性が確認できた。また鮮魚の腐敗に関

与する Ps仰 domonω属および Morl1$ella属などのグラム陰性梓菌は，グラム陽性球菌と比較して

CO2に対する感受性が高く，増殖の抑制が認められた。このような CO2による増殖抑制メカニズ

ムのひとつとして，TCA回路のリンゴ酸脱水素酵素が CO2によって阻害を受け，正常な増殖をし

えない状態になっている可能性が示唆された。
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