
九州大学学術情報リポジトリ
Kyushu University Institutional Repository

Inactivation of Bacillus stearothermophilus and
Bacillus coagulans spores as indicators of
sterilization by reciprocal pressurization

Furukawa, Soichi
Laboratory of Food Process Engineering, Department of Bioresource and Bioenvironment Sciences,
Graduate School, Kyushu University

Saita, Koji
Laboratory of Food Process Engineering, Department of Food Science and Technology, Faculty of
Agriculture, Kyushu University

Kato, Tatuo
Department of Bioscience and Biotechnology, Faculty of Agriculture, Kyushu University

Shimoda, Mitsuya
Department of Bioscience and Biotechnology, Faculty of Agriculture, Kyushu University

他

https://doi.org/10.5109/24368

出版情報：九州大学大学院農学研究院紀要. 45 (1), pp.183-188, 2000-11. Kyushu University
バージョン：
権利関係：



J．　Fac．　Agr．，　Kyushu　Univ．，　45　（1），　183－188　（2000）

IRactivation　ef　Bacillus　stearothermophilus　aRd　Bacillus　coagulans
　　spores　as　indicators　of　sterilization　by　reciprocal　pressurization

Soiehi　Furvkawa＊，　Keji　Saita＊＊，　Tatue　Kate＊＊＊，

　　Mitsuya　Shimeda＊＊＊　and　lsae　Hayakawa＊＊＊

Laboratory　of　Food　Process　Eagi，Heerirtg，　DivisioR　of　Food　Biekechno｝ogy，

　De峯）alJもraeRt　o罫B圭◎scieStce縦難（隻B重etechR◎圭く）gy，　Facu誌y（）玄A慕r韮．（tX経ture，

　　　　　　　　　Kyushu　Universky，　Fukuoka　812－8581，　JapaR

　　　　　　（Received　t、XZLtz！？；2000αndαccept　AZLgust　18，200の

　　　The奪f艶cts　of　the　reciproca玉p騰ss轍rizaもion（s重x　reciprocal　cycles　o£5軍雛in　pressu盃zaもion）

（RP）　and　the　eontinuous　pressurization　（30－min　pressurization）　（CP）　orz　the　inactivation　of

spores　of　Bacitlzts　coagzLtans　and　Bacilt？）as　stearothermophilzts　were　studied．　The　combined

pararaeters　used　were　hydrestatic　pressure　（IOO，　200，　300　aRd　40e　MPa），　temperature　（45，　55，

65aRd？5℃）a捻d継a圭pressgrizati◎漁P磁od（30斑i登）．　RP聡s　lrlGre　effect韮ve嶽a登CP　on

inactivatiiig　bacterial　spores．　However，　the　effectiveness　of　RP　on　increasirig　the　inactivation

power　was　observed　in　hydrostatic　pressure　ever　200　IVIPa．

IN’TRODUCTIeN

　　　Dormant　bacterial　spores　are　hig．　hly　resistant　to　many　ph：　sical　and　chemical

conditions　ineluding　heat，　drying，　radiation　and　chemicals　such　as　hydrogen　peroxide

（Geuld　1983），　and　their　iRactivatien　is　the　raaiR　objective　of　food　＄terilizatioR．　Heat，

radiation　a捻d　che磁cal　preserv就ives　ar¢the　maj◎r　means致）rもhe　sもe樋zaもi◎嚢（Russel1

1991）．Ofもhese　methods，　moist　he就st曲ation　is　the　most　co㎜o撮y　used（Walker＆

LaGra㎎愈199D．　H◎WeVer繋もhe　heaもS搬漉；at圭On　USU認y　reS嘘S鎗d就漁ent滋Cha㎎e漁
the　ftutritive　va｝ue，　celer　aiid　fiavor　of　foods　（Jeslyri　1991）．

　　　On　the　other　hand，　high　hydrostatic　pressure　can　inactivate　microorganisms　without

altering　the　fiavor　and　nutrient　components　in　foods　（Cheft，el　1992）．　Hence，　rnajor

i鍛vesもigat沁鷺s　are　c相ぼren雛y　f◎c慧sse（i（）嚢the　p◎もentials　of　hydr◎static　pressure　treaもments

as　an　alternative　to　heat　treatments　（Hoover　et　al．　1989）．　The　effects　of　hydrostatic

pressure　treatments　on　the　destruction　of　microorganisms　were　reported　100　years　ago

（Hite　1899），　a捻dもhe　app薮caもion◎f　such　tec㎞0109y　t◎foo（i　Pr◎（こ¢s＄数遮has溢creased泌

the　past　decade　（Hayashi　1992）．　ln　hydrostatic　pressure　sterilization，　baeteria｝　spgres

were　more　res．i＄tant　than　vegetative　bacteria　（Timson　＆　Short　1965；　Cheftel　1992），

surviv聴藁pも012◎◎MPa（Lars◎n　eもa三．ユ918；」◎㎞s◎蓑a鍛d　Z◎Be滋i949；丁勲s◎n　a嚢d　Sh◎】r’t

1965；　Sa｝e　et　a｝．　197e）．　HeRce，　it　has　been　suggested　that　bacterial　speres　are　poorly

sterilized　by　the　hydrostatic　pressure　treatment　at　room　temperature　（Sale　et　al．　1970）．
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Therefore，　the　sterilizing　effects　of　hydrostatic　pressure　on　bacterial　spores　in　a

combinatioR　wi’th　heat　（Gould　1973；　Ma｝lidis　＆　Drizou　1991；　Okazaki　et　al．　1994；　Rgbert，s

＆　Hoover　1996），　irradiation　（Crawford　et・　al．　1996），　low　pH　（Robert，s　＆　Hoover　1996）　an．d

bacteriocins　sueh　as　nisin　（Roberts　＆　Hoover　1996）　have　been　studied．

　　　We　have　been　studymg　the　irapulsive　force　geRerated　by　qnick　decorapressioR　and　its

effect　on　the　inactivation　of　baeterial　＄pores　（Hayakawa　et　al．　1998）．　From　this　work，　we

considered　thatthe　reciprocal　compression　and　decompression　of　hydrostatic　pressure

could　ir｝crease　the　iajury　and　inactivation　power　oR　bacterial　spores　conrtpariRg　to　a

continuous　pressurization．

　　　ln　the　present　paper，　we　report　the　effect　of　the　reciprocal　pressurization　（RP）　on　the

inactivatioR　of　bacteria｝　spores　of　BaciglzLs　coagzsgans　and　B　stearotheTmowhigws　and

the　comparison　of　its　inactivation　effect　with　continuous　pressurization　（CP）．

　　　The　spore　of　B．　stearothe7wzophitzes　is　the　most　heat－tg｝eraRt　species　3moi｝g　3erobic

spore－forming　bacteria．　This　microorganism　is　often　used　as　a　biological　indicator　’to

evaluate　sterili“vation　processes　because　of　its，　high　heat　resistance　（L6pez　et　al．　1997；

Periago　et　al．　19．　98）．

MATERIALS　AND　METHODS

Bacterium
　　　The　bacteria　used　were　Ba，cillzts　coagzelans　IFO．　12583　aRd　Bctcitgzes　stearothev

mophil？ms　IFO　12550，　obtained　from　the　lnstitute　for　FerrRentation　Osaka　（Osaka，　Japan）．

Me｛lia　and　culture　cenditiexs

　　　Log一一phase一一一cultures　of　B．　coagzeZans　and　B　stearothe？rnzophilzes　grown　in　nutrient

broth　（Eiken　Chemicai　Co．，　Ltd．，　Tokyo，　Japan）　were　transferred　to　soil－infu－

sioR－agar－plates　（Berry　＆　Brazzdshaw　．1980），　which　consisted　of　RutrieRt　agar　（Eiken

Chernic’al　Co．，　IAtd．，　Tokyo，　Japan）　plus　a　soil　extract．　The　plates　vv’ere　incubated　at　37“C

（B．　coagzegans）　and　55”C　（B．　stearothemmphilzes）　for　i　O　days．

Preparation　of　spore　suspensions
　　　Spores　were　col｝ected　by　fioeding　the　surface　of　the　cu｝ture　with　steri｝e　disti｝led

water，　and　then　scraping　the　surfacp．　with　a　sterile　microscope　glass　slide．　After

collecting，　the　s，　peres　were　washed　three　tirnes　by　centrifugation　at　4，000　X　g　for　30rm，

and　re＄言置spe益ded　iR　steri至e　diSもi1｝ed　water　aRd　sも◎罫ed　at　4℃膿ti1疑se．　The　sp（）艶

suspensions　were　diluted　to　give　approxiirrtate｝y　106　co｝ony　forming　units　（CFU）　mirri．

Pressure　treatmeRt
　　　Spore　suspensions　were　sealed　in　1．5　ml　portions　in　ster，ile　screw－capped　plastie

tubes　（1．5mi　eapacity；　Greiner　Labortechnik　Co．，　Ltd．，　Germany），　and　these　tubes　were

pressurized．　The　equipment　used　was　a　prototype　press’urization　apparatus　（Hayakawa　et

al．　1994）．　The　time　needed　to　achieve　the　treatment　pressure　was　between　10　and　30　s，

dependi，ng　oR　the　reqttired　pressure．　The　decornpressieR　time　was　less　than　l　s．　The

temperature　of　the　pressure　cell　was　regulated　by　a　thermocontrolled　water　bath　（Haake

GH，　Germany）．　Several　combinations　of　hydrostatic　pressure　（100，　200，　E　OO　and
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400MPa），　temperature　（45，　55，　65　and　75　eC），　total　holding　period　（30min）　and　reciprocal

time　（1　and　6）　were　used　in　this　study．

M：easu朕養㎜e獄t　of　s職rvivors

　　　The　number　of　survivors　was　deterrmed　by　the　viable　count　method　using　a　nutrieRt

agar．　The　plates　were　incubated　at　370C　（B　coag2Llans）　and　55“C　（B．

stecvTothemmphigzes）　for　24　h　and　theR　enuirterated．

Statistieal　3無a嚢ys蓋s

　　　All　experiments　were　doRe　in　triplicate．　The　data　preseRted　are　the　means　of　three

replicate　experiments．　Significant　differences　between　the　RP　and　the　CP　treatment

were　determined　by　Student’s　t　test　（P　〈　O．05）．
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Fig．　1．　Effect　of　the　treatment　temperature　on　the　inactivation　of　Bacitlzes　coagztlans　IFO　I2583

　　　　　　spores　by　the　CP　（一）　aRd　tke　RP　treatmeRt　（A）　at　（A）　l　gg，　（B）　2ee，　（C）　3ee　aRd　（D）
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RESULTS　ANP　MSCUSSION

　　　The　number　of　spores　inactivated　by　R．P　was　more　than　that　of　spores　by　CP　at

pressure　ranging　from　100　to　400　MPa．　There　was　no　significant　difference　（P〈O．05）

between　the　RP　aRd　the　CP　treatment　oR　the　inactivation　of　B．　coesgztgcens　spores　at

IOO　MPa　（Fig．　2　A），　but　there　was　significaRt　dtt’fereRce　（P〈O．e5）　at　2eO　MPa　exceptfor

45℃　and　55℃　（Fig．　I　B），　at　300　MPa　except　on　for　45℃　and　55”C　（Fig．　I　C），　and　at

400MPa　except　for　45℃and　55℃（Fig．ユD）。　There　wa＄no　signiflcant　difference（P＜

O．05）　betweeR　the　RP　and　t－he　CP　treatmeRt　o，n　the　iRact，ivatioR　of　B　stearotherwzephigws

（【

ﾃ
＼
b
匡
U
）
の
巴
a
q
。
6
心
§
≧
ヒ
コ
。
。

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
O
　
　
　
　
　
，

（
君
＼
h
｝
」
　
Q
）
o
唾
O
』
O
山
。
り
b
◎
鎖
祠
〉
個
〉
』
5
g
り

lo7

1o6

1o5

1d

103

1e2

10

　ole
重

重♂

lo6

105

1e‘

103

1e2

1oi

　010
　　葡

se　oo　7e
temperature　（OC）

se

so　oo　7e
temperature　（OC）

ge

le7

　嚢1・6

P
b
）
署
a
統
編
〉
三
霧

lo5

1o4

103

1e2

10

　ole
　　co

韮（ゾ

6
0
げ
4
σ
げ
．
σ
　
0
1

　
1
』
　
　
　
　
1
　
　
　
　
1
　
　
　
　
1
　
　
　
　
讐
三
　
　
　
　
ー
ユ

（哨

?
_
P
隔
Q
）
。
・
2
◎
脅
φ
心
薦
〉
瑠
蟄
的 　oIO

　　葡

so　oo　7e
temperature　（OC）

se

5（｝　60　7e
temperature　（OC）

se

Fig．　2．　Effeet　of　the　treatment　temperature　on　the　inactivation　ofBacillus　stearothermophilus

　　　　　　玉FO1255◎sひ◎re＄by號CP（□）aRd・the・RF漉漁e蕊（▲）aも（A）王O◎，（B）2e◎，（C）3◎9

　　　　　　an〈1　（D）　400M，Pa　er　30　min　in　distilled　water．　The　symbol，　O，　：．　hews　the　control

　　　　　　expe，　riment　（O．1　MPa）．
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spores　ad　OO　and　2ee　MPa　（Fig．　2A　and　B），　but　there　waS，　sigrrificartt　di．fference　（P〈e．05）

at　300　MPa　exeept　for　45“C　and　55　eC　（Fig．　2　C），　aRd　at　40e　MPa　（Fig．　2D）．　’］］hese　resi，Ats

showed　th飢RP　was　more醗ective　in　inactivating　bacterial　spores　than　CP．　However，　the

effectiveRe＄＄　ef　RP　on　in（）．re．asing　the　inactivatioR　powe／　was　observed　in　hydro＄’tatic

pressure　at　lea＄t　above　200　MPa．

　　　With　B．　＄teasrothe・rmophelzes　speres，　about・　4Fleg－cycles　iRactivatiok　was　observed　at

750C，　400　MPa　（Fig．　2D）．　However，　with　13．　coagzeeans　spores，　about　only　3－log－cyeles

iRactivatioxx　was　observed　at　75　eC，　400　MPa　（Fig．　I　D）．　These　resgks　shewed　thRt　B．

coagzLeans　spores　were　more　resistant　to　the　CP　and　RP　treatment，　although　B．

coffgzcga7？，s　speres　were　more　heat　seRsitive　thalt　B．　stearothermephigzes　spores

（Shibasaki　1998）．　B．　coagzelans　spores　could　be　inactivated　easily　than　B．　steaTothe？”一

mophigzes　spo．res　in　eombinatioR　with　more　intensive　heat　treatment．

　　　The　RP　treatment　was　able　to　decrease　the　processing　temperat；ure　and　pressure

needed　te　inactivate　bacteriai　speres．　Lowering　the　precessiRg　temperature　can　decrea＄e

heat　damages　of　processed，　foods．　From　the　viewpoint　of　reducing　the　cost　of　high

pressure　equipment　（Kanda　et　al．　1992），　ciecreasing　the　processing　pressure　is　the　most

imP◎rもa登もP◎無も主塗もhe　apP姦caもま◎捻◎f　hydrosta雛。　press織reもreatme貧tも。　fo（）d　sもer滋zaもioR．
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