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StudiesontheSterilizationofFoodandWine

byDiethylpyrocarbonate

PartL OntheSterilizationofMicroorganisms
byDiethylpyrocarbonate

ByShojiGOTO,YoshihideYAMAKAWA andlsamiYOKOTSUKA.

Thesterilizingefficiencyofdiethylpyrocarbonate(DEPC)againstmicroorga-

nismsingrapejuice,wineand syntheticmedium and severalfactorswhich dト

minishantimicrobialeffectofDEPCwerestudied.

1. ThelethalconcentrationofDEPCdependedonthenumberofmicroorga-

nismspresent;inthesolutionwhichcontainedyeastcells104-105perml,the

lethalconcentrationofDEPCwas25ppm,butinthe107ce,llsperml,50pPmof

DEPCwasrequiredasthelethalconcentration.

2. Thesterilizing efficacyofDEPCwascomparativelystrong intheacidic

solution,butineffectiveinneutraloralkalinesolution. Ⅰtwasreducedbyorga-

nicnitrogenofcomparativelyhigh concentrations,butnotdiminishedbyneither

alcohol,Organicacidsnorsodium chloride.

3.Vegetativeyeastcellswhichweresuspended inphysiological saline

werekilledbyDEPCattheconcentrationof209Pm withintwohoursafteraddi-

tion,butascosporeshadstrongresistivityagainstDEPC;theywerenotcomple-

telykilledattheconcentrationof35ppm.

4. Themajorityofbacteriawaskilled attheconcentrationof20ppm,but

Bacillus,Clostridium andafewotherbacteriahadstrongresistivity;theywere

notcompletelykilledattheconcentrationoflOOOppm.Alsotheconcentrationof

501100ppm ofDEPCwererequiredtokilllacticacidbacteria.

DEPChadalmostnoeffectonmold.
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24 後藤,山川,横塚

緒 ロ

ピロ炭酸ヂェチルエステ/レ(以下 DEPCと略す)の殺菌効果が1955年に知られて以来欧

米各Egでは醸造, 食品類の殺菌と保存に関するいろいろな開発研究が行なわれてきた｡ブ

ドウ酒醸造過程への応用については･HENNICi1,2)を切めとして MINARIE3),KIELE｡FER4･5),

B｡ERIh,OER6)および LuETHI7) らにより各種ブドウ酒の製造およびその貯蔵時の使用につい

て,また同時にそこに関与する 二,三の辞母に対するDEPCの殺菌作用について 報告さ

れている｡ さらに,BLOUINら8),OUGHら9),KocIIIO), THOUXISll)らもブドウ酒醸造へ

の DEPCの利用を検討するとともに, 数種のブドウ酒酵母に対する 殺菌作用を報告して

いる｡吾国においても,原らにより果実酒 12)および清酒鯵の発酵管理への応用 13)につい

て報告がなされている･｡

著者らは DEPCのブドウ酒醸造への基礎的研究の一つとして先づブドウ酒醸造に関与す

る多数の酵母,細菌類に対する殺菌効果を DEPCの使用畳と菌数,作用 pH,温度および

培地組成などの点から検討し, 次いで,多くのブドウ酒酵母,細菌類さらにその他の多数

の酵母,細菌およびカビ類の各菌種に対するDEPCの穀菌効果を検討したので報告するO

実 験 方 法

1. DEPCの添加量と酵母菌数

供試辞母には代表的な主醗酵ブドウ酒酵母 Saccharo〝zyceSCereVisiaeW-314)を用い

た｡憾濁用培地 glucose 3,(NH4)2SO｡0.25,KH2PO｡0.05, MgSO40.025,CaC12

0.025, NaCI0.005,yeastextract0.1(単位は%),pH 4.4｡ 酵母計数用培地には麹

汁寒天培地を使用した｡DEPC (武EEI薬品工業 KK製,純度99.3%)は10%エタノール溶

液として使用した｡

懸濁用培地 200mlを 3607,rLl容ビンに分注殺菌後,麹汁に前培養した酵母菌体の一定量

を捉濁し, これに DEPCの一定量を加え, コ/レク栓で密栓の後良く振とうし,所定時間

毎に培地の一定塁をとって計数培地に平板培養して出現するコロニーを計数し, 生存酵母

数とした｡

2. 懸濁培地の pH,組成および作用温度

前記懸濁用培地の pH を可性ソーダおよび塩酸を用いてそれぞれ pH 2.8,4.4,5.2,

7.2とした｡懸濁培地に窒素源 (yeastextract,Bouillon,peptone),糖 (glucose),有

機酸 (citricおよび malicaid), 食塩およびエタノールを TABLE Ⅱのように 添加し,

それぞれ影響を検討した,作用温度は 10,20,35oCで行なった｡ 懸濁 酵母菌数は 110×

103cells/ml(Sacch.cerevisiaeW-3)とし, DEPC25ppmを添加,2時間後に残存

菌数を前項同様にして計数した｡

3. 酵母子轟胞子に対する効果

新らたにブドウ果汁から分離した胞子形成能の良い菌株 (Sacch.cerevisiaeE-5-2,

形成率約80%)を用い,石膏培地に培襲して胞子の形成を確認した後爆濁用培地に懸濁し,
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65oC,10分間加熱して生細胞を殺菌後,DEPCを35ppm添加, 2および8時間後に前

項同様にして残存菌数を計数した｡

4. 酵母,細菌およびカビ類に対す効果

ブドウ酒醸造に関与する酵母16菌株および細菌9菌株, その他代表的な酵母10菌株,細

菌48菌株およびカビ12菌株を供試した (TABLE Ⅲ,Ⅴ,およびⅧ 参照)｡各菌株は殺菌生

理食塩水 (pH 4.5に調整)200mlvL, あらかじめ前培養した供試菌を菌数が 103-107

cells/mlになるように爆濁し,これに DEPCを0,20,50,10QPPm添加, 良く振とう

した後,コ/レク栓で密栓して 30oCに静贋,8および24時間後に残存菌数を平板培養法に

よって計数した. 細菌類の計数用培地には麹-炭酸石灰, tマ †汁培地,肉汁培地,遠藤

培地等を用い,またカビ用には酵母と同様に麹什寒天培地を用いた｡

実験結果および考察

1.DEPC添加丑と酵母菌数との関係

DEPC添加畳と懸濁酵母菌数を変化させた場合の経時的な酵母の死滅状況を TABI,E I

に示した｡DEPC25ppm添加の場合,菌数が 104-105cells/mlでは2時間後に100%近

くが殺菌され,6-8時間後には完全殺菌された｡しかし菌数が 107になると2時間後99.

9%以上が殺菌されたにもかかわらず, 8-24時間後にも少数の残存菌が認められ, 完全

穀菌には至らなかった｡DEPC50ppm添加の場合,菌数が 104-105では2時間後に完全

殺菌され, 菌数が 107になると2-6時間までは少数の残存菌が認められ,8時間後に至

り完全殺菌された｡100ppm添加の場合には菌数の如何にかかわらず2時間に完全穀菌が

なされた｡DEPCは以上のようにきわめて短時間に辞母の穀菌に有効であるが,菌数が多

くなると低渡度の DEPC添加では 99%以上の穀菌作用はあるにしても, 完全殺菌は行な

い得ない.また DEPCの溶液中での分解率は8時間後約80-9.0%に達する11･15)ことから,

TABLE I

EffectofKillingTime,YeastCountsandDEPCConcentration

onAntimicrobialActionofDEPC
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TA肌E I

EffectofPH,Temp.andVariousMaterialsonAntimic7･Obial

ActionofDEPC

aYttlrc20uhn,yml aCfetlelr冒uhn,yml

pH

Temp.(oC)

Yeastextract

Bouillon

Peptone
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0
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3
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Ca

t

N

E

%5
0
∩)

1
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%4
8
2
8

0nah

%

%

DEPC:2599m,yeastused:Sacch.cerevisiaeW-3,
Initialcellcounts:110×103/1nl

a):astotalNitrogen

8-24時間後になお残存菌が認められる場合には 完全若菌は行なわれないものとみなすこ

とが出来よう｡

2. 着菌効果に及ぼす培地の pH と組成および作用温度の影響

怪濁培地の pH,各種の添加物および作用温度とDEPCの栽菌効果,すなわち,残存菌

数との関係を TABLE Iに一括して示したoDEPCの穀菌効果は pt･Ⅰ2.8,4.4の低い,

すなわち,酸性側で認められた｡ しかしpH 5.6になると殺菌効果は減少し,pH 7.2に

なると全く効果が認められなくなった｡-すなわち,DEPDの穀菌作用は pH の低い酸性溶

液においてのみ発現される｡ このことはブドウ酒あるいは果汁の pH は3-3.4であるの

で,DEPCの使用に適していると云い得る｡

DEPCの作用を それぞれ 10,20,35oCで行なったが, 穀菌効果には殆んど影響がみ

られなかった.しかし,高温になれは DEPCの分解が非常に速くなる 9･11･15)ので, 出来

るだけ低温での使用がのぞましい｡

各稜の添加物のうちで,顕著にDEPCの穀菌効果に影響を及ぼしたものは有機窒素源で

あった｡有機態窒素,特に,蛋白の多い場合にはDEPCの穀菌作用が阻害されることが知

られているが, 本実験に供した酵母エキス,肉エキス,ペプトンのいずれの場合にも0.1

% (Nとして)以上の存在で,殺菌効果は全く認められなかった｡

有機酸の多量の存在はDEPCの若菌作用を阻害するともいわれているが,本実験で用い
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たクエン酸および リンゴ酸の0.5-3.5%の範囲ではなんらの影響も認めなかった｡その他

糖 3-50%,エタノ-ル 4-18%および食塩5-20%の存在下でも穀菌効果には全く'影響

が認められなか った｡

3. DEPCによる酵母の殺菌

供試した14属26種の各酵母菌株は TABLE Ⅱ に示したように,DEPC 20ppmで2時間

後に残存菌は認められず, いずれも完全殺菌された｡ これらの結果は既報 1,8･10)と同様

DEPCの酵母に対する殺菌力がきわめて強いことを示している｡ なお,前項 1)における

結果では, DEPC 25ppm添加の場合,2- 6時間後に少数の残存菌が認められてお り,

本項の結果と多少異なるが,これは懸濁用培地溶液の組成に基づくものと思われるo すな

わち,本項では懸濁液に生理食塩水を用いたので,DEPCの殺菌効果を阻害する因子がな

いため,殺菌作用がより効果的であったと思われる.

TABIJE Ⅱ

KillingTestsforDEPCagainstYeasts

DEPC2099m,cellcounts/ml

Yeasts Inititial After2hrs After8hrsxlO8

Sacchal･omyCeSCereVL'siaeW13

S.cerevisiaevar.ellipsoideusW-7

S.ovifor71u'sW-31

S.fermentatiW1210

S.roSeiW-120

S.rouxiiNS-i-3

DebaryomycesviniWF-164

D.hanseniiCH-3

PichiamembranaefacieTlSWF139

P.farinosaWF-153

HanSenulaanomalaWF-128

EndomycopsiscapsularisIAM-4307

SaccharomycodesludwigiiIAM-4380

HanseniasporavalbeyensisIAM-4010

3

9

上り

0

0

9

7

1

7

1

8

5

4

′O
1
850

309

850

358

185

640

80

491

285

Schwa1miomycesoccidentalisIAM-4332 198

SporobolomycessalmonicolorWF-174

TorulopsisbacillarisT-3

T.colliculoSaJ15

T.sphaericaCH-3

CandidamycodermaWF-10

C.kruSeiWF-16

C.tropicalisWF-191

KloeckeraaPiculataKK13

Trichospol･OnCuia77eumCH117

Rhodotol･ulaaura17tiacaR14

R.rubraR-3

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

O

0

o

o

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0
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4.DEPCの酵母子鹿胞子に対する殺菌効果

子嚢胞子が加熱や薬品処理に対して抵抗性を有することは古くから良く知られているが,

DEPCに対する抵抗性を栄養細胞と比較,検討した｡ 結果は TABLE Ⅳ に示したように,

栄養細胞数 105/mlに比べ 少ない原胞子数 104/mlにDEPC35ppmを作用させた場合に

も死滅率は非常に悪く,8時間後にもなお103の残存胞子が認められた｡ すなわち,子轟

胞子は加熱や薬品処理に対して抵抗性をもっと同様DEPCに対しても相当の抵抗性を有す

るoこのため胞子の栽菌には栄養細胞に比べ多量のDEPCの使用が必要であろう｡

TABLE IN

KillingTestsforDEPCagainstYeastASCOSPoreS

Initial

38 × 108
10 × 104

Ascosporecouts/･ml
After2hr5

48 × 102
66 × 102

After8hrS

l2 × 102
21× 102

Vegetativecellcounts
llO x 103

Yeastascospreused:Sacch.cerevL'SiaeE-5-2
DEPC‥ 35ppm

5. DEPCによる細菌類の殺菌

細菌類24属,52種,57菌株に対するDEPCの殺菌効果を TABLE Vに一括表示したO

大部分の細菌類に対しては,DEPC20ppm で2時間後に酵母に対すると同様完全殺菌の

効果を示した｡ しかし,AeromonasPu/7Ctata,BacilluS属全菌種,Microbacterium

flavum,BreT;ibacteriuma"tmo77iagenesおよび Closlridium の2菌種はDEPC100

pタmでも完全凝菌されず,あるいは葺く効果が認められなかった｡PSeudomo77aSgelidi-

cola,Micrococcuscaseolyticus,CorynebacteriuuLeque,Microbaclerium lacticLtm

などはDEPC20-100ppmで2時間後には残存菌がみられ, 8-24時間後に初めて完全

穀菌が認められた.また,Lactobacillus,Streptococcusおよび Pediococcusの乳酸菌群

は DEPC20ppmでは24時間後にも残存菌がみられて完全穀菌されず,50-100ppnJ,8

-24時間後に完全殺菌された0

6. DEPC不感受性細菌に対するDEPCの使用丑および菌数との関係

前項の実験結果から,BacillusSubtilisIAM 1026ほか10菌株は DEPCで全く殺菌さ

れず,強い抵抗性をもつことが明らかになった｡そこで,DEPCを多丑に使用した場合お

よび懸濁菌数を減少させた場合のDEPC不感受性細菌に対する澱菌効果を検討した｡結果

は TABI.E Ⅵ および Ⅶ に示したO菌数 106として DEPCを1.000ppmまで使用したが,

殺菌効果は全く認められず,BacilluscereuSのみにおいて99%以上の殺菌効果がみられ

たが,この場合にも完全穀菌には至らなかったO 懸濁菌数を103に減少させると,各菌株

とも99%以上が殺菌されるが, DEPCを 1.000pp?n添加使用してもなお完全栽菌には至

らず,これらの菌種はDEPCに対し強い抵抗性を持つことを示した｡

■■l-
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TABI.EV
KillingTestsforDEPCagainstBacteria

Cellcounts/ml

29

Bacteria
After2hrs After24hrs

DEPC DEPC

×104 20 50 100 20 50

PseudomonaSaureOfaciensIAM loot

Ps.dacunhaeIAM 1048

Ps.ovalisIAM 1002

PS.SChuylkilliensisIAM 1051

Ps.gelidicolaLAM 1127

Ps.aeruginosaATCC 10T45

MicrococcuscaSeOlytiousIAM 1312

M.lysodeikticusIAM 1313

Sarcina'marginataIAM l130

AchromobactercycloclastesIAM IO13

AIcaligeneSfaecaltsIAM 1015

AIc.viscolactiSIAM 1517

EscherichiacoltIAM 1253

E.colt6060

Ael'omonashydropJ7ilaIAM IO18

Ae.puTLCtataIAM 1646

Ae.hydophilaNRRLB-909

AerobacteraerogeneSIAM 1102

A.aerogcnesIAM l183

A.aerogenesATCC 7256

A.cloacaeIAM 1221

A.cloacaeIAM 1615

SerratLamarCeSCenSIAM 1022

ErwiniacarotovoraIAM l024

Er.aroidaeIAM 1068

ProteusvulgarisIAM 1025

BacillussubLilisIAM 1026

B.5ubtLlisNRRLB-558

B.magaterium IAM 1030

B.cereusIAM 1029

B.bre7)isIAM 1031

B.alveiIAM 1258

Agrobacterium tumefacie77SIAM 1525

Corynebacterlum equeIAM 1038

C.fascia775IAM 1079

Acetobactersp.A-25-5

A.坤.E-5-15

A.acetiB-515-4

Gluconobacteroxyda77SIF0 3189 8ノ070440300783LL)47473220450LJ)2LL)202801OLL)97328297047907′02325237.018148114101322947022111178-ILL)3-II-ILt)1,-221･53439ノ〇･ILL)4333278111′OLE)

083

5

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

O

0

0

0

0

0

O

*

3

7

0

0

5

54

0

0

9
0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

*

0

0

2

03

-
･*

+
0
4
.

1

(U

0

0

o

o

o

7

48

o

0

0

0

0

O

7

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

*

074

0

0

0

0

0

0

O

0

0

0

0

3

0

0

0

0

0

0

082

0

0

0

0

0

0

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

人U

O23

o

o

o

0

0

O

*

0

0

0

2

0

0

*

8

*
米

9

*
*

3

*
*

2ノ0

*
*

59

*
*

7

oo

*

02 9

*
0

4

0

0

0

0

0

2′0 0

*
590

*

0′0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

7

*
0

0

0

0

0

0

0
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7.DEPCによるカビ類の穀菌

TABLF Ⅷに,6属8噂のカビ類に苅するDEPCの殺菌効果を表示した.供試した12菌
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株ともDEPC1.000ppmの添加使用においても完全殺菌がみられず,DEPCの殺菌作用

はカビ類に対しては全く効果がないものと思われる｡

要 旨

ピロ炭酸ヂエチルエステル (DEPC)による微生物の殺菌作用に影響を及ぼす 二,三の

因子とブドウ酒醸造に関与する酵母, 細菌類のほか多数の酵母,細菌,カビ類に対する穀

菌効果を検討した｡

1. 酵母菌数が 104-105cellS/mlの場合,DEPC25ppmの使用で, 2-8時間後に完
全殻菌されるが,菌数が 107になると,完全殺菌のためには50ppmを要した｡

2.DEPCの署菌作用は懸濁培地のpHが酸性側で効果的であり,中性-ア)I/カリ側で効

果が認められなかった｡

3. 有機窒素の存在はDEPCの殺菌作用を阻害した｡しかし,7/レコール,有機酸,食塩

等は影響を及ぼさなかった0

4. 生理食塩水に爆濁した酵母は DEPC2029mで2時間後完全殺菌された｡しかし,千

褒胞子は強い抵抗性を示した｡

5. 大部分の細菌類は DEPC20ppmで2時間後完全穀菌されたが, 有胞子のBacillus

および Clostridium, その他二,三の細菌は強い抵抗性を示し, DEPC1.000ppmで

も完全殺菌されなかった｡また,乳酸菌群の完全穀菌には 50-100ppmを要した0

6. DEPCのカビ類に対する殺菌効果は極めて少なかった｡

本研究の概要は日本戯芸化学会昭和40年度大会において講演報告した.

終りに臨み,ピロ炭酸ヂエチルエステルを御恵与下さった武田薬品工業株式会社に深く感謝致し

ます｡
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