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　　　The　effect　of　temperature　in　hydrostatic　pressure　treatment　on　the　germination　of　B．

stearothermophilzes　spores　was　investigated．　There　were　optimum　temperatures　in　the
germination　ratio　in　the　treatment　at　10，　20，　30　and　40　MPa　for　720min．　There　was　also　an　opti－

m㎜temperature　on　the　germ血ation　of　B．　steaTotんema〔脚下8　spores　by　chemical　germ血ants

at　O．1MPa　（under　atmospheric　pressure）．　Therefore，　it　was　considered　that　the　cause　of

optimum　temperature　of　inactivation　was　the　opti血um　temperature　of　germ血ation　enzymes

under　hydrostatic　pressure　below　40　MPa．

INTRODUCTION

　　　Bacterial　spores　were　much　rrtere　resistant　than　vegetative　cells　in　a　hydrostatic

pressure　sterilization　（Tirnson　＆　Short　1965；　Chefte｝　1992），　surviving　up　to　1200MPa

（JohnsoA　＆　ZoBel｝　1949；　Larson　et　al．　1918；　Sale　et　al．　1970；　TimsoR　＆　Short　1965）．

Therefore，　the　hydrostatic　pressure　treatmeRts　coiyibined　with　heat　were　attempted　to

iRactlvate　bacteri．al　speres　（Geuld，　1973；　Mallidis　＆　Drizgu　1991；　Okazaki　et　a｝．　1994；

Roberts　＆　Hoever　i996）．

　　　We蚕dicatedもhaもexもra◎rdinary　heatresisもa丑t　spores　ofβ。5鱗磐◎醜θ糀（拶認％5　were

effectively　inactivated　by　the　hydrestatic　pressure　be｝ow　l　OC　MPa　in　a　corabi；｛atieR　wtth

heat　（Furukawa　＆　Hayakawa　20eO）．　Further　investigatien　skowed　that　there　was　aR　opti－

mi2ra　temperature　ln　the　iRactivatioR　of　the　spores　at　the　pressure　below　40　MPa

（Fu斑kawa＆Hayakawa　2◎◎1）．　There£◎re，誌was　f◎u費dむhaむ馳e　comb血ati膿wiもh　heat

was　kgt　always　effeetive　iR　the　iRactivatiok　gf　the　spores　by　hydrgstatlc　pressure

もreaも嬢e難もs．　Pres愈難ce　of　the　oPも㎞㎜temperaもure　evideR縫y　coa捷adictedもhe　esもab廷she（i

knewledge　in　the　coftveRtiowal　heat　stertwzatiori　（Joslyft　1991）．

　　　　This　tirae　we　investigate　the　optimum　tevaperature　in　the　gerrr“watioR　of　Bacilgzes

stearoshewwophigzes　IFO　12550　spores　by　hydrostatic　pressllre　treatraeRt．
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MATERIALS　AND　METHODS

Baeterium
　　　The　bacteriiww　u＄ed　was　Baeiegzgs　steewothermophig2Ls　IFO　I　2550，　cbtained　from　the

Institute　for　Fermentation　Osaka　（Osaka，　Japall）．

Media　and　culture　conditions

　　　Log－phase　cultures　of　B．　stearothermophilzes　IFO　I　2550　grown　in　nutrient　broth

（Eikeri　Chemical　Co．，　Ltd．，　Tokyo，　JapaR）　were　tyansferred　tc　soit－infusioit　agar－plates

（Berry　＆　BraRdshaw，　1980），　which　coRsisted　of　RgtrieRt　agar　（EikeR　Cherrdcal　Ce．，　Ltd．，

Tokyo，　JapaR）　plus　a　soll　extract．　The　p｝ates　were　incmbated　at　55“C　for　I　O　days．

Preparation　of　spore　suspension

　　　Spores　were・collected　by　flooding　the　surface　of　the　culture　with　sterile　distilled

waもer，　and撫en　scrapedもhe　s慧rface　w量th　a　sもer且e　micr◎sc◎pe　glass　slide。　A翫er　c磁ecも血9，

もhe　sp◎res　were　washedおhfee慧贈s　by　ce慮if㎎aもio蓑at　4，◎00×g　for　3◎m魚鎗sも¢r三le

distilled　water，　and　resuspended　in　a　e．e67M　phosphate　bnffer　（pH　7．0）　and　stored　at　4“C

untll　use．　The　spore　suspensions　were　dlluted　to　give　approximately　106　colony－forrmg

unks　（CFU）　mi－i．

Press穫re　tfeat搬e盤t

　　　Spore　suspeAsior｛s　were　sealed　in　1．5　ral　pertloRs　iR　sterile　screw－eapped　plastie

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

pressurized．　The　equipment　used　was　a　prototype　pressurization　apparatus　（Hayakawa　et

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

depeRdmg　oR　the　reqnired　pressure．　The　decompressioR　tiirRe　was　less　thaxx　O．1s．　The

もe蟄pera綴re◎f　the　press慧re　ceU　wasぞegulated　by　aもher懲◎c◎Rもro鼓ed　water　b畿撫（Haake

GH，　GerrRany）．　Several　combinatioms　of　hydrQstatic　pressure　（IO－40MPa），　teraperature

（55－95℃）and　total　hol（並ng　time（720min）were　used　in　t㎞s　study．

Measurement　of　ungermhated　spores
　　　After　the　pressure　treatments，　samples　（1．5irtl）　were　submerged　iR　a　water　bath

eq曲brated　at　1◎0℃for　3◎濾嚢も。瞬。もivaもe　ger㎞aもed　spores（G◎殺1d＆Sale　197◎）．

Suwtvii｝g　heat　resistaRt　spores　（urigerminated　speres）　were　thei｝　ertumerated　by　the

viable　colony　count　method　using　nutrient　agar．　The　plates　were　incubated　at　55”C　for

24h，　then　colonies　were　enumerated．　The　viability　of　ungerminated　spores　of　B．

steewothemao3？higzes　was　unaffeeted　by　treatrr｝eRt　at　l　OO　OC　for　300　tm．

Ger搬ina1睦OR　by　chemical　ger磁韮籔a簸tS

　　　GermiRation　of　B．　stearothermophilzes　was　initiated　by　the　addition　of　ehemieal

agents　（KCI，　L－alarm，　D－glucose　and　D－fructose）　at　35，　45，　55，　65　and　750C　（Hachisuka

1988）．The　concentrations　of　these　chemical　agents　were　O．ユM（KCI），0．1M（レala血），

O．1　M　（D－g｝ucose）　and　O．1　M　（D－fructose）．
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Measureme盤t　of　germiRatio猛hy　chemica置ger渡血a聾ts

　　　Ge㎞就io嚢was搬easured　as　the　reducti◎R鎗◎ptica1．densi砂（OD）（expressed　as　a

percentage　of　the　mitial　OD）　at　650　nm　（Hachisuka　et　al．　1955）．

Statistical　analysis

　　　Al｝　experiments　were　dcfte　in　tripljcate．　The　data　preseRted　are　the　raeaRs　of　three

rephcate　expe血nents．　Sig㎡1cant　differences　were　deter］皿ined　by　Student’s孟test（P〈

O．05）．

RESULTS　AND　DISCUSSION

　　　Figure　1　shows　the　effect　of　temperature　in　hydrostatic　pressure　treatment　on　the

ger血aもi◎貧◎fβ．8君θ窃ro醜θ糀⑳鷹編s　sp◎res．　The　spores　wereもreated　at　1◎，2◎，3◎and

40MPa　for　720min．　GermiRatioxx　was　observed　at　every　treatment　aRd　was　accelerated

with　the　irtcrease　in　the　treatment　pressure．　There　were　opttmum　temperatures　in　the

germiRatioR　ratio，　aRd　these　values　eorrespgnded　to　the　optimum　terRperatures　of
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Fig．　1．　Effect　of　temperature　in　hydroatatic　pressure　treatment　on

　　　　　　機ger繭aもed　sp◎res◎紹．　s診8αγo漉θ撒。擁翻＆Trea繊e魏
　　　　　　conditions：　10　（e），　20　（O），　30　（一）　and　40　（［II］）　MPa　for

　　　　　　72eiwiR　in　O．067M　pkosphate　buffer　（pH　7．g）．　The　symbo｝，　×，

　　　　　　shows　the　control　experiment　（O．1　MPa）．
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iRactivatioR，　these　were　ptvestigated　iR　previeus　paper　（Furukawa　＆　｝｛ayakawa　2001）．

The　optimum　temperature　was　75　eC　at　10MPa　and　80　eC　at　20，　30　and　40　MPa．

　　　The　germination　of　bacterial　spore　has　been　defined　as　a　series’of　interrelated

degradatioR　eveRt＄　by　seme　spcre－lytic　enzywes　（Fester　＆　Jehnstgke　199e；　Mgir　＆　Siixitk

1990）．　lt　was　also　considered　that　the　germination　of　bacterial　spores，by　hydrostatic

pressure　was　a　series　of　reaction　of　the　germinatioR　enzyrrtes　（Gould　＆　Sale　1970）．

　　　There　was　an　optimum　temperature　oR　the　gemxatiolt　of　B．　stearothemaophig2ts

spores　by　chemical　germinants　at　O．1MPa　（under　atmospheric　pressure）　（Fig，　2）．　The

optimum　te搬pera加re　was　a㎞Lost　550C，　si嚢ce　the　ger麺臨沁盈was蹴も1e◎bser▽ed　at　45

and　65“C．　This　result　corresponded　to　the　previous　study　（Mol　1957）．

　　　The　optimum　temperature　of　the　germination　by　chemical　germinants　at　O．1MPa

c◎uld　be　atもribuもed　t◎the◎Pも㎞u鉛te搬pera綴re　of　ger惣ati◎丑e蓑zy瓢es。　Therefbfe，　we

considered　that　the　cause　of　optimum　temperature　of　inactivation　was　the　optimum

temperature　of　germirtatioR　enzymes　under　hydrostatic　pressure　below　40　MPa．

　　　The　optimum　temperature　ef　germatieR　increased　frem　55“C　at　O．1MPa　te　75　er

800C　in　hydrostatic　pressure　treatment．　This　results　suggested　that　the　optimum

temperaもure　of　ger愈aもio貧e盟ym．es重難creased　u轟derもhe　hydr◎static　pressure．
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Fig．　2．　Effect　of　temperature　on　the　gerTnination　induced　by　ehemica｝

　　　　　　agents　of　B．　steaTothermophitzes　spores　at　35　（O），　45　（e），　55

　　　　　　　（D），　65　（一）　aRd　75　（A）　℃　in　e．067　M　phosphate　buffer　（pH

　　　　　　7．0）．
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