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コーヒー，紅茶および緑茶飲料

における Bαcillus属細菌の挙動
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Behavior of Bacillus Bacteria in Coffee， Black Tea， 

and Green Tea Drinks 
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The b巴haviorof heat-resistant spore-forming bact巴na
(Bacillus cereus，β subtilis， and B. coagu!ans) during storage 
in various coffee， black tea， and green tea drinks was inves-
tigated. Spor日sof each Bacillus species were inoculated into 
each drink. After heat pasteurization at the lowest condition 
under the Food Sanitation Act for soft drinks withミpH4.6
(85"C， 30 min)， viable bact巴rialcounts under each optimum 
growth temperatur巴 weremeasur巴dfor two weeks. Viable 
counts of the three species of Bacillus inoculated into coffee， 

black tea， and green tea without milk decreased， whereas B. 
cereus and B.抑制lisincreased in coffee and black tea drink 
with milk. These results suggest that the comm邑rcialsterility 
of coff，巴e，black t巴a，and green t巴adrinks without milk can be 
guaranteed with pasteurization of 85"C for 30 min， even if the 
Bacillus species is present 
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キーワード コーヒー，紅茶，緑茶• Bacillus 属級磁，加熱殺菌

長期保存可能なコーヒーや茶飲料 (pH4.6以上)の製造

方法には，無菌充填製法とレトルト製法がある.無菌充填

製法では， UHT (Ultra High Temperaturε，超高温短時間)

殺薗した飲料を，過重変化水素などで殺菌した包材に無麓環

境下で充填・包装する.そのため，充填・密封後に飲料と

包材の殺菌を同時に行うレトルト製法に比べて低温短時間

の殺閣が可能であるが，耐熱性芽胞の殺菌を考躍する必要

がある.そのため，一般的に 135~150t数秒間の殺菌条件
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・連絡先 (Correspondingauthor)， t-miyai@morin呂田milk.co.jp

が適用されているそしかしコーヒーおよび茶飲料は加熱

殺菌による香味の変化が大きいためにーより低温短時間

での殺留が望ましい.

食品衛生法において，コーヒーや茶飲料を含む pH4.6以

上の清涼飲料水の殺菌基準は，中心部を 85tで30分間加

熱する方法又はこれと同等以上の効力を有する方法で行う

こと，と規定されている.この加熱殺龍条件は 115t1.8 

秒間 (z= lOt として算出)に穏当し，法律上は 135~1500C

で数秒間の殺窟は必ずしも必要とされない ちなみに，

pH4.0未満の泳レンジ、ジュースなどの飲料中ではほとんど

の細菌は発育できないため，発育可能なカピ，酵母などを

殺萌対象としているでその殺菌条件は，中心部を 65tで

10分間加熱する方法又はこれと悶等以上の効力を有する

方法となっている.一方で，コーヒーや茶飲料は pH4.6以

上であるが，抗菌性を有することが報告されておりト13) そ

れらの飲料中において耐熱性芽抱形成菌が増殖しない可能

性がある.仮に， 135~150t数秒間より低温短時間の殺菌

を行うことで耐熱性芽胞形成菌が生残しでも，賞味期限中

に増磁しなければ製品の商業的無菌性を保証することがで

きるため，殺菌条件の変更が可能になると考えられる.

原らは，紅茶，煎茶およびウーロン茶飲料(ストレート

ティー類，牛乳無添加)にボツリヌス菌(Clostridium 

botulinum)芽胞を接種して一定期間保存し芽胞数の経

時的増減を調べた.その結果 煎茶以外は 1ヶ月以内に減

少して死滅すること，煎茶では 85
0

C30分開の加熱処理を

加えると芽胞の死滅が促進されることを報告しているぞ

無菌充填ロングライフ飲料製造においては，病原

性，製造環境での常在性および澗熱性の観点から Bacillus

cereus， B. subtilis， B. coagulans は特に侍題になると考えら

れる.しかし各種コーヒー，紅茶，緑茶欽料において，

これら 3菌種の生育挙動を調べた報告はない.

本研究の自的は，各種コーヒー，紅茶，緑茶飲料に前述

のBacillus属 3菌種の芽胞を接麓して， 85t 30分間の加

熱処理を行い，保存時の蕗数の増減を検証することにより

加熱殺菌条件の設定にとって有用な知見を得ることであ

る.

1. 実験方法

(1)各種試料の調製

コーとーは，浅，中，i架煎り(それぞ、れの L値は 23，20， 

17)のブラジル産アラピカ種 (CofJ初 arabicα)NO.2-3の矯

(東京アライドコーヒーロースターズ(株)，東京)約

7.5gから， Saeco Royal Professionalコーヒーマシン(日本

サエコ(株)， JII崎)を用いてエスプレツソ(約 65g，Brix約

2S，品温約 70t)を抽出した.なお，抽出には逆浸透膜処

理水 (RO水)を使用した各抽出液は， 10tに冷却後，

RO水を用いて飲用に適した BrixlSに調整した

紅茶は，スリランカ産茶葉(ユニリーパ・ジャパン(株)， 

東京)を， 40， 70および 100tのRO水(茶葉の 20倍量)
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で3分間浸漬抽出した.なお抽出中は各温度で保持した.

各抽出液の特性値は， Brix約 0.60 (40t抽出)，約1.00 (70t 

抽出)，約1.60 (100t抽出)であった 各抽出液はlOtに

冷却した後， RO水を用いて飲用に適した BrixO.350

に調整

した

緑茶は，国産茶葉 ((株)伊藤間，東京)を 60tのRO水

(茶葉の 501'音量)で 6分間浸漬抽出し総茶抽出液 (Brix

約 0.60

) を得た.なお，抽出中は 60
0

Cで保持した.抽出液

は 10tに冷却した後， RO 7J<.を用いて飲用に適した Brix

0.35
0

に調整した

また，コーヒー(深煎り ，p五5.6)，紅茶 (100t抽出， pH 

5.0)および緑茶 (pH6.2)の各抽出液については，炭酸ナト

リウムを添加して pHを7.0とした試料も調製した.なお，

コーヒー，紅茶，緑茶由来の固形分 (0Brix換算)は， pH 

調整していない試料と同じになるように調整した.

pH調整有無試料との比較対照として用いたオレンジ

ジ、ユース (p狂3.8)は，ブラジル産濃縮冷凍オレンジ果汁

(Brix 640，三井物産(株)，東京)を RO水にて果汁率 100%

相当 (Brix11.00
) に希釈還元して調製した.

さらに，コーヒーおよび紅茶では，砂糖または牛乳を添

加した試料も調製した深煎りコーヒー抽出液および紅茶

100t抽出液を1O"Cに冷却し砂糖(大日本明治製糖(株)， 

東京)2.5， 5.0%を配合したまた，牛乳を配合する場合に

は，冷却した抽出液を炭駿ナトリウムにより pH7.0に調整

した後，牛乳(森永乳業(株)，東京)15， 30%を配合した

なお，コーヒーおよび紅茶由来の閤形分 (0Brix換算)は，

砂糖や牛乳を添加していない試料と問じ(コーヒー:1.5%;

紅茶:0.35%)になるように調整した

(2)供試菌

耐熱性芽胞形成菌として，B. cereus JCM2152， B. subtilis 

ATCC6633およびB.coagulans NIAH-OSG-4を用いた.

(3)芽胞液の調製

B. cereusおよびB.subtilisは，普通寒天培地(栄研化学

(株)，東京)の王子板に塗抹し， 35tで培養した β.coagulans 

は， Thermoacidurans寒天培地1-1) (群母エキス 5g，プロテ

オースペプトン 5g，デキストロース 5g， K2HP04 4 g， 

MnS041Omg，寒天 20g，蒸留水 1OOOg ~こで調製)の平板

に塗抹し， 45tで培養した芽胞の形成状態はグラム染色

により確認し約 8割以上が芽胞となった時点で培養を終

了した各菌種の菌苔をループで採取しそれぞれ滅菌生

理食塩水に浮遊させて十分撹持したものを各窟種の芽胞液

とした.

(4)加熱処理

各実験区内において，各薗種の同じ芽抱液から 1%最を

各種試料に添加して，その添加試料液 10m!を滅菌ガラス

試験管に採取した その後， 85
0

Cで30分間加熱処理し，

i温晶まで

(5日)f保呆存後の菌数測定

芽抱液添加試料を各菌種の増殖至適温度付近 (B.cereus 

およびB.subtilisは35t，B. coagulansは45tとした)で

14日間保存した加熱直後，および3，5， 7， 14日間保存

後の芽脆液添加試料を 10倍段階希釈し，各段階希釈液を

標準寒天培地(栄研化学(株))で混釈した B.cereusおよ

びB.subtilisは 35t，B. coagulans は45
0

Cで 2日間培養

し，菌数を算出した.なお，菌数測定は 3闇試行しその

測定平均値を図1， 2に用いた.

2. 実験結果および考察

(l) pHの異なるコーヒー，紅茶および緑茶試料への接種

実験

コーヒーや茶飲料での製品化において，風味特性や格好

性の付与，または製造時や保存時の安定性付与のために，

砂糖や牛乳あるいは pH調整制を添加することがある こ

れにより，製品の pHは，コーヒーや茶抽出液本来の pH

5~6 から pH7付近まで縮広く存在することになる.そこ

で， pHの異なるコーヒー，紅茶および緑茶試料中におけ

るBacillus属3菌種の挙動を調べた その結果，B. cereus， 

B. subtilisおよびB.coagulansを添加した場合，いず、れの

試料でも pH調整の有無に関わらず菌数が減少し 14日後

にはすべての菌種で検出限界o、下(<5CFU/mL) となっ

た.一方，対照のオレンジ、ジュース試料 (pH3.8)では菌数

はほとんど変化しなかった.また，B. coagulansは， p狂調

整無しの試料では 14日後に検出限界以下となったが， pH 

調整有り (pH7.0)では菌数が大きく減少し 3日後または

5日後には検出限界以下となった(データ未掲載).このこ

とは，コーヒーや茶飲料がオレンジジュースとは奥なり，

pHの影響日)よりも強い菌の発育抑制効果を有することを

している

(2) :培煎度，砂糖および牛乳添加量の異なる各種コー

ヒー試料への接種実験

熔煎度，砂糖添加量または牛乳添加量が異なるコーヒー

試料へBacillus属3菌撞を接種した実験の結果を，国 lで

菌種別に示す.B. cereusの菌数は，浅煎り，中煎り ，i采煎

り，砂糖添加および牛乳 15%添加のコーヒー試料ーでは経

時に伴い減少したが，牛乳 30%添加試料では増加した

また，熔煎度の異なるコーヒー試料を比べると，浅煎りで

は 14日後に，中煎りと深煎りでは 7日後に検出眼界以下

となった B.subtilisの菌数は，浅煎り，中煎り，深煎りお

よび砂糖添加のコーヒー試料で、は経時に伴い減少したが，

牛乳 15，30%添加試料では増加したまた，倍煎度の異な

るコーヒー試料を比べると，浅煎りでは 14日後に，中煎り

と深煎りでは 7日後に検出限界以下となった B.

coagulansの菌数は，経時に伴いすべてのコーヒー試料に

おいて減少した.牛乳添加試料では 5日後に，砂糖添加試

料では 7日後に，また，熔煎度の異なる各試料では 14日後

に検出眼界以下となったが，深煎りは浅煎りや中煎りより

も速く減少する傾向がみられた 砂糖を添加したコーヒー
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Bacillus subtilisについて報告していたように培煎をより
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抽出温度，砂糖添加量または牛乳添加量の奥なる紅茶試

料へβαcillus属 3菌種を接種した実験の結果を，国 2で菌

種別に示す.B. cereusの菌数は， 100， 70， 40t抽出，砂糖

添加，牛乳 15%添加の紅茶試料では経時に伴い減少し， 7 
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+， 40't抽出 (pH5.1);寵， 70't:J1ll Hl (pH 5.0) ;ふ，

l∞℃羽1Hl(pH4.9); x，lOO't抽出+砂糖2.5%(pH4.9) ; 

く)， 100't抽出÷砂糖5.0% (pH 4.9) ; e， 100't摘出+

牛乳 15%(pH7司0); [コ， 100't抽出+牛乳30%(pH6.9). 

出，砂糖添加の紅茶試料では経時に伴い減少し 14臼後に

はすべて検出限界以下となったが 牛乳添加試料では場加

する傾向を示した B.coagulansの菌数は，すべての紅茶

試料において経時に伴い減少し牛乳添加試料では 3日後

に，その他の試料では 14日後に検出限界以下となった

砂糖を添加した紅茶試料では Bacillus腐 3菌種とも菌数

が減少したが，牛乳を添加した試料では B.cereus， B 

subtilisは増加し，B. coagulansは減少した抗菌活性を有

するカテキン類は，抽出温度が高いほど紅茶抽出液中の含

量が高くなることが知られている? しかし本実験では，

抽出温度による菌数への影響はみられなかった.これは，

各温度で抽出した異なる濃度の抽出液を，飲用に適した濃

度に希釈調整して使用したことによるのかもしれない

3. 要約

コーヒー，紅茶および緑茶の各種試料に，Bacillus属細

菌 (B.cereus， B. subtilis， B. coagulans)芽胞を接種し， 85t

30分間(食品衛生法における pH4.6以上の清涼飲料水の

殺菌基準)加熱処理した後，その試料の保存中における生
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育挙動を謂ベた.コーヒー，紅茶試料では，牛乳を添加し

た場合• B. cereusとB.抑 制lisの菌数の増加がみられた

が，牛乳を添加していないコーヒー，紅茶および緑茶の各

種試料 (pH調整の有無:コーヒーの熔煎度;紅茶の抽出j温

度;コーヒー，紅茶への砂糖添加)では.Bacillus属3菌韓

の菌数の減少がみられた これらのことより. 85t 30分

間の加熱殺菌条件で製造した牛乳無添加の各種飲料中に

Bacillus属 3菌種が生残していたとしても，コーヒー，紅

茶および緑茶の抗菌性により商業的な無菌性が保証される

可能性が示唆された
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