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ドクダミ ( Houttuynia cordata )よりエタノール抽出物を調製し、リン酸緩衝液及びしるこ中のBacillus 
subtilis芽胞の加熱殺菌に与える影響を検討した。pH5.0－6.0 のリン酸緩衝液にB. subtilis芽胞を懸濁し
て加熱殺菌を行うと、ドクダミ抽出物を添加したものは添加しなかったものに比べて加熱殺菌効果が促進

された。しるこ中のB. subtilis芽胞に対しては、ドクダミ抽出物とクエン酸と併用することで加熱殺菌効
果が促進された。ドクダミ抽出物を添加した水ようかんを 30℃で保存した場合、ドクダミ抽出物由来の成
分は経時的に減少した。  
 

１．はじめに 

 消費者の嗜好の変化により、水ようかんなどの和生菓

子は甘さを控えたものが好まれるようになってきている。

このことは微生物の増殖抑制のために糖を多く添加する

ことを困難にしており、従来に比べて変敗しやすい製品

が増えていることを意味している。 
 前報１）において著者らは、ドクダミのエタノール抽出

物が水ようかん中のB. subtilisの増殖を抑制するが、芽
胞の加熱殺菌を促進する効果はほとんど認められないこ

とを報告した。本研究では、ドクダミのエタノール抽出

物の添加とpH調整を組み合わせることで、しること水よ
うかん中の芽胞の加熱殺菌を効果的に行う方法を検討し

た。また、抽出物に存在するドクダミ特有の香気は和生

菓子の風味に影響を与えることから、保存による水よう

かん中のドクダミ由来の成分の残存量についても検討し

た。 
２．実験方法 

2.1 試料 

 愛知県内で栽培されたドクダミの葉及び細枝の部分を

使用した。ドクダミは水洗いし、表面に付着した余分な

水分を乾燥させた後、すみやかに－80℃で凍結保存した。 
2.2 ドクダミ抽出物の調製 

 凍結状態のドクダミを粉砕し、遠心分離管 4 本に 3ｇ

ずつ秤量した。95％エタノールを 30mLずつ添加して撹
拌した後、遠心分離(5,000rpm、10 分間、15℃)し、上
清を脱脂綿を詰めた漏斗でろ過し、ナス型フラスコに集

めた。さらに残渣に 95％エタノールを 30mL ずつ加え
て抽出する作業を 2回繰り返した。ロータリーエバポレ
ーターで減圧濃縮し、最終容量 5mL とした。これを、
ドクダミ抽出物とした。 
2.3 使用菌株 

 試験にはB. subtilis ATCC6633を用いた。 
2.4 B. subtilis芽胞懸濁液の調製 
 NUTRIENT BROTH (Difco) を用いて 30℃で一晩振
とう培養したB. subtilis 菌液 0.1mLを Schaeffer’s 
sporulation medium agar２）の表面に塗抹し 30℃で 15
日間培養した。培養後、培地上に滅菌冷イオン交換水

10mLを加え、30分間放置した。コンラージ棒で培地表
面に形成されたコロニーを撹拌して懸濁し、遠心分離管

に回収し、遠心分離 (12,000rpm、15分間) により集菌
した。滅菌冷イオン交換水で 3 回洗浄遠心分離
(12,000rpm、15分間) し、滅菌冷イオン交換水を加えた
後、ねじ付試験管に分注した。80℃で 10 分間加熱した
後すぐに冷却した。これを芽胞懸濁液とし、使用するま

で冷蔵庫で保存した。このB. subtilis芽胞懸濁液の菌数
は 2.3×10９cfu/mLであった。 
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2.5 市販水ようかんの pH 及び Brix の測定 

 10 種類の市販水ようかんについて pH 及び Brix を測
定した。pH は水ようかんを同量の脱イオン水を加えて

撹拌して測定した。Brixは水ようかんを乳鉢ですりつぶ
し、Brix糖度計（アタゴ手持屈折計 500型、（株）アタ
ゴ）を用いて測定した。 
2.6 しるこの調製 

 鍋に乾燥あん（膨軟性乾燥餡製菓用、谷尾食糧工業（株）

製）100gをとり、水 200mLとよく混合した。グラニュ
ー糖 120ｇを加え、弱火で加熱しこしあんを調製した。
これに水 500mL、グラニュー糖 250ｇ、塩化ナトリウム
1.0ｇを加え Brix が 40 になるまで煮詰めた。三角フラ
スコに分注した後、オートクレーブ(121℃、15 分間)で
滅菌し、これをしることした。 
2.7 水ようかんの調製 

 鍋に寒天5.0ｇをとり、水 500mLを加え加熱溶解した。
2.5 と同様に調製したこしあん全量、グラニュー糖 250
ｇ、塩化ナトリウム 1.0ｇを加え Brix が 40 になるまで
煮詰めた。200mL三角フラスコに 100gずつ分注した後、
オートクレーブ(121℃、15 分間)で滅菌し、これを水よ
うかんとした。 
2.8 リン酸緩衝液中のB. subtilis芽胞の加熱殺菌 
 50mM Na HPO２ ４－KH２PO４緩衝液（pH5.0－7.0）
100mLに芽胞懸濁液を 0.1mL添加し、滅菌済みのねじ付
試験管に 10mLずつ分注した後、ドクダミ抽出物または
95%エタノールを 0.1mLずつ添加してよく混合した。
97℃の温浴中で 5分間、加熱殺菌を行い、生菌数を測定
した。生菌数の測定には標準寒天培地を用いた。なお、

加熱殺菌前の菌数は約 2×10６cfu/mLであった。 
2.9 しるこ中のB. subtilis芽胞の加熱殺菌 
 しるこ 100gに芽胞懸濁液を 0.1mL添加し、滅菌済み
のねじ付試験管に 10gずつ分注した後、ドクダミ抽出物
または 95%エタノールを 0.1mLずつ添加してよく混合
した。97℃の温浴中で 10 分間、加熱殺菌を行い、生菌
数を測定した。また、しるこにクエン酸を 0.02%添加し
たものについても同様に生菌数を測定した。なお、加熱

殺菌前の菌数は約 2×10６cfu/mLであった。 
2.10 ドクダミ抽出物のヘッドスペースガスの分析 

 ドクダミ抽出物を、10mLねじ付き試験管に 0.2mL採
り、ポリ塩化ビニリデン製のフィルムで蓋をし、60℃で
10分間加温した。このヘッドスペースガス 1mLを（株）
島津製作所製のガスクロマトグラフ GC-17AAFWVer.3
で分析した。 
2.11 水ようかんの保存試験 

 加温溶解した水ようかんにドクダミ抽出物を生のドク

ダミに換算して 12mg/g となるように添加した。50g ず

つポリエチレン製の袋（厚さ 0.05mm）に分注し、4.8cm
×12cm の大きさになるように密封包装したものを、

10℃と 30℃で 30日間保存した。これらの水ようかんは
一 定 期 間 経 過 後 に 恒 温 器 か ら 取 り 出 し 、

Ny.EvOH.Ny:PE の袋で密封して冷蔵庫で保存し、すべ
ての保存試験が終了した後に同時にガスクロマトグラフ

ィーで分析を行った。 
2.12 水ようかん中のドクダミ抽出物由来成分のガス

クロマトグラフィーによる測定 

 保存した水ようかんを 2本の遠心分離管に 20g秤量し
た。これらにそれぞれイオン交換水 10mL、及び内部標
準として trans‐2‐ドデセナールを添加した酢酸エチ
ル 5mL を加え、15 分間よく振とうし、遠心分離
(5,000rpm、10 分間、15℃)した。これらの上清を合わ
せ、ガスクロマトグラフィー用のサンプルとした。 

３．実験結果及び考察 

3.1 市販水ようかんの pH 及び Brix 

 図１に市販の水ようかんのpHとBrixを測定した結果
を示した。10 種類の水ようかんのうち、原材料にpH調
整剤を使用している商品は 1種類であった。Brixは製品
により異なり、Brix35－55とばらつきがあった。pHは、
pH調整剤を使用している商品は 5.8と低かったが、その
他は 6.2－6.8 であった。賞味期限の長さとpHやBrixと
の間に特に関連は見られなかった。 
3.2  ドクダミ抽出物によるリン酸緩衝液中のB. 
subtilis芽胞の加熱殺菌促進効果 
 図２にリン酸緩衝液中のB. subtilis芽胞の加熱殺菌に
対するドクダミ抽出物の効果を示した。 
 抽出物を添加しない場合、加熱殺菌後の生菌数は

pH7.0 では 3.4×10５cfu/mL、pH6.0 では 9.2×10４

cfu/mL 、pH5.0 では 2.6×10３cfu/mLとなり、pHが低
いほど加熱殺菌効果は高くなった。ドクダミ抽出物を添

30

40

50

60

5.5 6.0 6.5 7.0
pH

B
ri
x

賞味期限20日以上

賞味期限7日以内

*

図１ 市販水ようかんの性状 
* pH調整剤添加 



 
 
 

2

3

4

5

0 0.02

クエン酸添加量 (％)

生
残
菌
数
 l
o
g
 (
c
fu
/
g
)

1

2

3

7.0 6.0 5.0
pH

生
残
菌
数
 l
o
g
 ( 4

5

6

c
fu
/
m
L
)

抽出物無添加 抽出物添加

　　　抽出物は冷凍ドクダミ換算で24mg/mLとなるように

　　　添加した。

図2 ドクダミ抽出物添加リン酸緩衝液中の

　　  B. subtilis 芽胞の加熱殺菌

図２ ドクダミ抽出物添加によるリン酸緩衝液 
中のB. subtilis芽胞の加熱殺菌促進効果 

加したときの生菌数はpH7.0 では 1.5×10５cfu/mLであ
り、抽出物を添加しても加熱殺菌はほとんど促進されな

かった。一方、pH6.0 では 8.2×10３cfu/mL、pH5.0 で
は 77cfu/mLとなり、ドクダミ抽出物を添加することでB. 
subtilis芽胞の加熱殺菌が促進され、pHが低いほど殺菌
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 図３にしるこ中のB. subtilis芽胞の加熱殺菌に対する
ドクダミ抽出物の効果を示した。 
 

 クエン酸とドクダミ抽出物を添加しなかったものの生

菌数は 3.2×10４cfu/gであったのに対し、ドクダミ抽出
物を添加したものの生菌数は 2.4×10４cfu/gであり、ド
クダミ抽出物を添加してもB. subtilis芽胞の加熱殺菌は
促進されなかった。 

 クエン酸とドクダミ抽出物を添加しなかったものの生
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 クエン酸を添加しドクダミ抽出物を添加しなかったし
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ミ抽出物を添加したものの生菌数は 5.0×10３cfu/gであ
り、ドクダミ抽出物を添加することでB. subtilis芽胞の
加熱殺菌が促進された。 
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れなかった。したがって、水ようかん中のB. subtilis芽
胞の加熱殺菌を促進するためには、ドクダミ抽出物とク

エン酸との併用が有効であると考えられた。 
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 ドクダミには独特の香りがあり、ドクダミ抽出物を添

加することによって食品の風味に好ましくない影響を与

える可能性がある。また、ドクダミの香気成分には抗菌

活性のあることが知られている３）４）。そこで、水よう

かん保存中のドクダミ抽出物由来の成分の残存量を分析
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 図４(a)にドクダミ抽出物を、(b)にドクダミ抽出物の
ヘッドスペースガスを、(c)にドクダミ抽出物を添加した
水ようかんの酢酸エチル抽出液のクロマトグラムを示し

た。ピーク 1－7 はいずれのクロマトグラムにも認めら
れ、かつ水ようかんから定量的に再抽出できることが確

認された。また、これらのピークはドクダミ抽出物のヘ

ッドスペースガスにも含まれることから揮発性を有して

おり、ドクダミ由来の香気成分と関連があると考えられ

た。そこで、ピーク 1－7 成分について水ようかん保存
中の残存量を調べた。 

 

 図５に水ようかん保存中におけるドクダミ抽出物由

来の成分の残存量の変化を示した。水ようかんを 10℃で
保存した場合には、ピーク 4、7は保存前の 80－85％に
減少したが、その他のピークにはほとんど変化はなかっ

た。30℃で保存した場合、ピーク 5は 30日間で約 85％
に減少し、ピーク 4は、15日間で約 40％、30日間で約
25％に減少した。このように、30℃では、ピークにより
減少の程度は異なるものの、どのピークも時間の経過と
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図３ ドクダミ抽出物添加によるしるこ中の 
B. subtilis芽胞の加熱殺菌促進効果 
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図４ ドクダミ抽出物及び水ようかんから再抽出したドクダミ抽出物のガスクロマトグラフィーによる分析 
分析条件 
カラム: CBP-20（（株）島津製作所、I.D. 0.32mm×25m）、検出器:FID、線速度:44cm/sec、 
注入口温度:250℃、検出器温度:250℃、分析温度:50℃(2min)→10℃/min→240℃(2min)  
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図５ 水ようかん保存中のドクダミ抽出物由来の成分の変化 
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ともに減少していくことがわかった。これらのピーク成

分の減少は保存中に他の物質に変化したことによるもの

なのか、包材を透して揮散したことによるものかは不明

である。30℃で保存した水ようかんは官能的にもドクダ
ミ由来の香りが弱くなっていることが認められたことか

ら、水ようかんの風味に対してはよい影響を与えると考

えることができる。したがって、ガスバリヤ性が低い包

材を選択することで、ドクダミ由来の成分を減少させて

風味に対する影響を軽減できることが期待された。 
４.結び 

 ドクダミ抽出物には独特の香りがあるため、過剰に添

加することは困難であった。一方、ドクダミ抽出物がB. 
subtilis芽胞の加熱殺菌を促進する効果は、リン酸緩衝液、
しるこのいずれにおいてもpHが低い程高かった。このこ

とから、適切なpH調整剤との併用で加熱殺菌効果を高め
つつ、ドクダミ抽出物の添加量を減少させることが可能

であると考えられた。また、適切なガスバリヤ性を有す

る包材と組み合わせれば、保存中にさらにドクダミ抽出

物由来の好ましくない香りを弱めることが可能になると

考えられた。 
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