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　　　The　e登¢cも。£至◎w難ydros慰at隻。　pressure（30，5◎ak《更1◎○翅：Pa）（L｝｛P）もreaも盤e滋Ok　the

燃。もivat融◎f．θ．　szebtigis，　B．　9iclmazzformis　axd．8．　ooα≦輝㈱5　sp◎res塗◎◎搬b熱aもiσ塗wiもh　heaも

もrea撫e蕊aも75℃was擁ves麺gaもed．

　　　The　inactivatioft　of　spores　was　in　proportion　to　the　increase　of　treatraeRt　pressure　at　75　“C．

B．　gichenzfor？？zis　spores　were　raore　resistaRt　thaR　those　of　the　other　two　strains　to　LHP

もre就澱ent　co澱b撮ad　w重康鼓e就treaもment　aも75℃．　The　hydrostaもic　pressure　above　5◎MPa　and

the　treatment　time　at　least　7eO　min　were　necessary　to　inactivate　B．　gichenzfomais　spores　by　five

log－cycles．

INTRODUCTION

　　　The　effects　of　hydrostatic　pressure　treatments　on　the　destruction　of　microorganisms

were　reported　100　years　ago　（Hite，　1899），　the　application　of　such　technology　to　food

preservation　has　increased　over　the　past　decade　（Hayashi，　1992）．　From　many　studies，　it

was　indicated　that　the　hydrostatic　pressure　can　inactivate　microorganisms　without

aitering　the　fiavor　and　nutrient　eomponents　of　foods　（Cheftel，　1992）．

　　　In　hydrostatic　pressure　sterilization，　bacterial　spores　were　more　resistant・　than

vegetative　cells　（Cheftel，　1992；　Timson　and　Short，　1965），　surviving　up　to　1200　MPa

（Johnson　and　ZoBell，　1949；　Larson　et　al．，　1918；　Sale　et　al．，　1970；　Timson　＆　Short，　1965）．

Hence，　it　has　been　suggested　that　bacterial　spores　are　poorly　sterilized　by　hydrostatic．

pressure　treatment　at　room　temperature　（Sonoike，　1997）．

　　　Because　of　t短s，　the　ster滋z頬g　effect◎f　hydrost就ic　pressure　on　bacterial　spores血

combinatioR　with　heat　（Gou｝d，　1973；　Mallidis　and　Drizou，　1991；　ekazaki　et　al．，　1994；

Reberts　and　Heover，　1996），　irradiation　（Crawford　et　a｝．，　1996），　low　pH　（Roberts　aRd

Heever，　1996）　and　baeterioeins　such　as　RisiR　（Roberts　aRd　Hcever，　1996）　has　beeR

studied．　Especially，　c◎肋漁もi◎嚢wlth　he就was　effective　meaRs　of　accelerating　the
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inactivation　rates　of　bacterial　speres．

　　　High　temperature　is　effective　to　inactivate　microorganisms，　but　it　degrades　the

qga｝ity　cf　fgcds　（joslyx　1991）．　IR　geReral，　maRy　fcod　prcducts　are　ecoked　at　beiew

ユ00℃；thus，　we　examined　the　ster逝zation　of　bacterial　spores　by　hydrostatic　pressure

treatment　combined　with　heatng　below　IOO　eC．

　　　IR　previells　paper，　we　reported　the　effectiveRess　of　lcw　hydrostatic　pressure　（LHP：

iO－IOO　MPa）　treatmeRt　combined　with’　the　heat　treatment　（55－950C）　on　the　inactivation

of　heat－toleraRt　spores　of　B．　steGrothermophigzss　IFOI2550　（Furukawa　＆　Hayakawa

2egg；　Funkawa　＆　Hayakawa　2eel）．

　　　B．　stearothe？Amophilus　spores　were　inactivated　effectively　at　950C　by　LHP　treatment

（Furtikawa　＆　Hayakawa　2000；　FurBkawa　＆　Hayakawa　2　eOl），　and　B．　szLbtigis　（D95“C＝

2．31inill），　B．　gichenofoTmis　（D950C＝2．80　min）　and　B　eoGgzLtans　（D95“C＝24e　min）

spores　were　more　heat　sensitive　than　B．　steaTo　thermopuhig2Ls　（D95　eC＝2260　rm）．　Then，

もhis　t㎞e，　we　rep（｝rももhe　e£艶。も◎f　LHPもreaもme就◎嚢愈he　i貧acもivati◎澄◎fβ。ε励鰯誌，β．

鷹んθ％窃b糀おandβ．．　coα9編α鴛8　spores　in　combinati◎n　with　heat　treatmenもat　75℃．

MATERIALS　AND　METHeDS
Bacteria

　　　The　bacteri3　used　were　Baciggzes　szebtilis　IFOI3722，　Bescigtzes　lichenzfoTmis

IFOI2200　and　Bacitlus　coagzegans　IFOI2583，　obtained　from　the　lnstitute　for

Fermentation　Osaka　（Osaka，　Japan）．

Media　and　culture　conditions

　　　Log－phase－cultures　of　B．　szLbtigis，　B．　gichemformis　and　B．　coag2L（ans　grown　ik

kutrieRt　broth　（EikeR　Chemical　Co．，’Ltd．，　Tekyo，　japaR）　were　traRsferred　te　＄oll－infll－

sion－agar－plates　（Berry　＆　Brandshaw　1980），　which　consisted　of　nutrient　agar　（Eiken

Chemica｝　Co．，　Ltd．，　［1］okye，　japaR）’　plus　a　soll　extract．　’］］he　p｝ates　were　incubated　at　37“C

for　l　e　days．

P翌eparatio鍛of　spoτe　s経spe鍛sio皐s

　　　Spores　were　cellected　by　fiooding　the　surface　of　the　eulture　with　sterile　distilled

water，　and　then　scraping　the　surface　with　a　sterile　microscope　glass　slide．　After　col一

至ect頚g，　the　sp◎res　wefe　washed癒reeもimes　by　ce養tr血gaもi◎登aも4，◎◎◎×gf◎r　30m蟄，　aRd

resuspended　in　sterile　distilled　water　and　stored　at　4　eC　until　use．　The　spore　suspensions

were　dimted　to　give　approtmately　106　colony　forming　tmts　（CFU）　mi－i．

Pressure　treatment
　　　Spore　suspensioRs　were　sealed　iR　1．5　ml　portioRs　iR　sterRe　screw－capped　piastie

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

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

al．　1994）．　The　time　Reeded　to　achieve　the　treatmeRt　pressure　was　betweeR　10　and　30　s，

depending　on　the　req血ed　pressure．　The　decompression　time　was　less　than　O．1s．　The

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

GH，　Gerraaky）．　Severa｝　cerabiRatieks　ef　hydrestatlc　pressi3ye　（30，　50　acd　l　eO　MPa），
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temperature　（75“C）　and　total　holding　period　（60　to　720min）　were　used　in　this　study．

Measurement　of　survivors
　　　The　number　of　survivors　was　determined　by　the　colony　count　method　using　a

n滋rienもagar．　The　p1aもes　were魚cubaも¢d就37℃f◎y　24　h　a嚢dもhe簸e丑umeraもed．

Statistical　analysis

　　　胡exper㎞ents　w囎d◎ne漁もrip蕪cate．

replicate　experiments．

The　data　preseRted　are　the　meaks　of　three

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　RESULTS　AND　DISCUSSION

　　　The　effect　of　pressure　on　th¢inactivation　ofβ．8zめ観¢s　spores　was　investigated（Fig．

エ）．　The　i難acもiv就i◎嚢◎f　spores　increased沁P罫oporti（）蓑も◎もhe魚crease◎f　tre就搬e貧t

pressure　at　75　eC．　Spores　were　sterilized　in　720rm　treatment　at　50　MPa，　and　in　180　rnin

treatment　at　100　MPa．
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Fig．　1．　Survivor　c“rves　of　B．　szLbtigi＄　sporGs　in　distilled　water

　　　　　　I）算駐ssur銘ed　a℃75。c．　「r］賢eもreaも猟e】r粍pr愈＄s穣fes慧se（鑑were　aも3（｝

　　　　　　（e），　se　（一）　and　I　Oe　（A）　MPa．
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　　　The　effect　of　pressure　on　the　inactivation　of　B．　IichenzfoTmis　spore　was　investigated

（Fig．2）．　The拠activaもio嚢of　sp◎res　i捻creased血proP◎rもio繋to　the　tre就me捻もpressure　aも

75℃．Spores，　h◎wever，　were　n◎t　ste曲zed　even　in　72◎m玉n　treatment　at　1◎O　MPa．

　　　The　effeet　of　pressure　oR　the　inactivatioR　of　B．　coagzegans　spores’was　shown　in　Fig．　3．

The　inactivation　of　speres　increa＄ed　in　proportieR　te　the　treatmeRt　pressure　at　75“C，　and

spores　were　sterilized　in　720min　treatment　at　50　MPa，　and　in　540　min　treatment　at

leo　Mpa．

　　　From　these　results，　B．　gichemformis　spores　were　more　resistant　than　the　those　of

other　two　strains　to　LHP　treatment　combined　with　heat　treatment　at　75”C．　ln　the

sもeri玉izatiOR　pr◎cess　f◎r　ma総fac鰍ri簑g　c◎mmercial　f◎◎ds，撫e　sもer搬zぬ◎Rもime　is

calculated　on　the　basis　of　the　5×D　（Decimal　reduction　time）　concept　（Lund　1977）．

Theref◎re，撫e　hydr◎sもaもic　pressure　ab◎ve　5◎MPa　aRd　the　t罫ea漁e簸tもi盤e◎f

approximately　I　OO　to　500　mn　were　necessary　to　inactivate　B．　gszebtilis　spores　by　five

log－cycles．　On　B．　Zichenzformis　sporeS，　the　hydrostatic　pressure　of　100　MPa　and　the

treatm．er≧t　t㎞e　at至east　7◎◎】魎were灘ecessafy　t◎㎞ac伽aもeもhe斑by銭ve　log－cycles．　On

B．　coagzetans　spores，　the　hydrostatic　pressure　above　50　MPa　aRd　the　treatment　time　ef
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Fi昏2．　Survivor　curves　of　B．1乞che？z頭form乞s　spores　in　disti皿ed　water

　　　　　　pressurized　at　75　eC．　The　treatmeRt　pressures　gsed　were　at　3e

　　　　　　（e），　5e　（一）　and　iOO　（A）　MPa．



跡θC硬ブLNρ彦Tecvtment　on　the　inαctivation　o．プbαcteriα1　spores 529

10フ

lo6

（
領
≧
匡
9
）
。
・
の
お
勢
b
心
鎖
〉
Σ
類
・
・

le5

1o4

1e3

1o2

1oi

loe
e 200 　　　　㈱

　　　　　　　　コtime（mln）

6c｝e 800

Fig．　3．　Survivor　curves　of　B．　coagzelans　spores　in　distilled　water

　　　　　　　pressurized　at　75　eC．　The　treatment　pressures　used　were　at　30

　　　　　　　（e），　50　（一）　and　100　（A）　MPa．

approximately　500　to　600　min　were　necessary　to　inactivate　them　by　five　log－cycles．

　　　Spores　of　B．　tichenoformis　（D950C＝2．80　min）　were　more　sensitive　to　heat　treatment

but　more　resistant　to　LHP　treatment　than　B　coagzegans　（D95　eC＝240　itm）．
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