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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下のステップを含むパルプ製紙業界内でセルロースを含む材料中の生きた微生物の含
有量の決定のための方法：
　（ａ）セルロースを含む材料のサンプルの懸濁液を提供するステップ；および
　（ｂ）懸濁液を、セルラーゼ活性を有する１つ以上の酵素調製物で処理するステップ；
および
　（ｃ）酵素処理懸濁液から生きた微生物をろ過バッグ遠心分離を使用して分離するステ
ップ；および
　（ｄ）分離された前記生きた微生物から核酸を単離するステップ；および
　（ｅ）単離された核酸についてＰＣＲ分析を実施するステップ、
　ここで、ＰＣＲ結果は、生きた微生物の含有量を示す。
【請求項２】
　懸濁液は、溶液でサンプルを懸濁することによって提供される、請求項１に記載の方法
。
【請求項３】
　酵素調製物が複数のセルラーゼ活性を含む、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　セルラーゼ活性は、少なくとも１つのエンドグルカナーゼ活性である、請求項１～３の
いずれかに記載の方法。
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【請求項５】
　酵素調製物は、ヘミセルラーゼ活性（複数可）をさらに含む、請求項１～４のいずれか
に記載の方法。
【請求項６】
　ＰＣＲのためのプライマーは、細菌または他の微生物のためのプライマーである、請求
項１～５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　ＰＣＲのためのプライマーは、微生物の特定の種または属に特異的である、請求項１～
６のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
　セルロースを含む材料は、消費者用ボードである、請求項１～７のいずれかに記載の方
法。
【請求項９】
　生きた微生物は、細菌に属する、請求項１～８のいずれかに記載の方法。
【請求項１０】
　前記細菌は、バチルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）種を表す、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　生きた微生物は、真菌またはカビである、請求項１～８のいずれかに記載の方法。
【請求項１２】
　細胞が、プロピジウムモノアジドで処理される、請求項１～１１のいずれかに記載の方
法。
【請求項１３】
　請求項１～１２のいずれかに記載の方法における、ＰＣＲを使用して生きた微生物を定
量する前の、パルプ製紙業界内でセルロースを含む材料の前処理におけるセルラーゼの使
用。
【請求項１４】
　紙またはボード材料は、生きた微生物の定量前にエンドグルカナーゼ酵素で前処理され
る、請求項１３に記載の使用。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、パルプ製紙業界内でセルロースを含む材料中の微生物含有量の決定のための
方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　紙およびボードは、産業の多くの分野で使用される重要な包装材料である。紙またはボ
ードを包装することは、封入された物（複数可）に物理的または化学的保護を提供するこ
とができ；それらはまた、例えば、情報を提供し、物のマーケティングおよび部分制御を
強化する。紙およびボードは、包装を含む多数の使用において、食品産業において、長い
歴史も有する。包装材料として、紙は、しばしば、食品と直接接触する。紙およびボード
容器は、乾燥食品、液体および冷凍食品に使用される。紙ラッピングは、ファストフード
およびキャンディ、医薬品包装、たばこ包装、高級包装および高級グラフィック製品のた
めに一般的に使用される。包装は、環境の危険因子の作用に対して内容を保護し、よって
、包装内容物の有効寿命を延ばす。消費者包装ボード製品の衛生要件は、非常に高い。
【０００３】
　紙およびボードは、通常、主にセルロース繊維、炭酸カルシウム、デンプンおよびヘミ
セルロースからなる。全てこれらは、天然成分であり、微生物を汚染するための増殖培地
として役立つことができる。栄養素とデンプンに高含有量を有する水の循環は、微生物感
染の共通起点である。
【０００４】
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　伝統的に、物質の微生物純度は、分析されるべき材料または表面のサンプルの培養を必
要とする微生物学的方法を使用することによって評価されている。組成および培養条件（
温度、時間、培地）は、本発明の方法の精度に影響を与える。定量分析のためのサンプル
は、細胞によって形成された単一のコロニーを数えることができる程度に希釈されなけれ
ばならない。調査したサンプルに、細胞の数十または最大で数百の細胞が存在し得る。平
行サンプルでコロニー数は、大きく変動し得、その結果、再現性は悪い。したがって、精
度または信頼性が低い。また、微生物法は、典型的には、労働集約的で、時間がかかり、
よって、紙およびボードパッケージの純度を追跡（モニタリング）するのに最適ではない
。
【０００５】
　紙シートを含む製紙プロセスにおいて微生物を同定する方法に基づくポリメラーゼ連鎖
反応（ＰＣＲ）は、例えば、米国特許第８６１３８３７号および米国特許第２０１３１８
９１５２号から公知である。
【０００６】
　本発明の方法は、労働集約的であるので、時間がかかり、それらの正確性と感度が満足
できるものではなく、紙およびボード材料の微生物学的純度を決定する改善された方法が
必要である。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明の目的は、パルプ紙産業内でセルロースを含む材料において、微生物を汚染する
決定のための改善された方法を提供することである。この目的は、以下に記載され請求さ
れる本発明によって達成される。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明の第１の側面は、パルプ製紙産業内でセルロースを含む材料中の微生物含有量の
決定のための方法である。前記方法の特徴は、請求項１の特徴部分に記載される。
【０００９】
　本発明の第２の側面は、定量ＰＣＲを使用して微生物の決定前にパルプ製紙産業内でセ
ルロースを含む材料の前処理におけるセルラーゼの使用である。
【００１０】
　本発明の方法は、パルプ製紙産業内のセルロ－スを含む材料および消費者包装材料、特
に食品包装材料など、得られる紙およびボード材料の微生物学的純度の単純でかつ正確な
追跡を可能にする。これにより、可能な汚染が早期の段階で検出されることができるので
、包装材料の衛生性が向上する。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】図１は、緩衝液中で懸濁された接種されたボード中の細菌のｑＰＣＲ分析の比較
を示し、微生物の決定のために圧縮ろ過および伝統的な培養に供した。
【００１２】
【図２】図２は、緩衝液中で懸濁された接種されたボード中の細菌のｑＰＣＲ分析の比較
を示し、微生物の決定のためにバッグ遠心分離ろ過および伝統的な培養に供した。
【００１３】
【図３】図３ａおよび３ｂは、２つの異なる紙またはボード中の微生物の決定において、
本発明に係る方法と伝統的培養に基づく方法の間の比較を示す。
【００１４】
【図４】図４は、第１に酵素前処理なしのｑＰＣＲ、第２に本発明に係るおよび第３に伝
統的培養に基づく方法を使用するボード中の微生物の決定のための方法の比較を示す。
【００１５】
【図５】図５は、伝統的な培養、酵素前処理なしのｑＰＣＲ、前処理として圧縮ろ過、前
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処理としてろ過バッグ遠心分離および２つの異なる混合商用セルロース調製物を使用する
本発明に係る方法を使用する微生物決定の比較を使用する。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　本発明者らは、驚くべきことに、パルプ製紙産業内のセルロースを含む材料の微生物学
的純度のＰＣＲに基づく決定は、サンプルの酵素前処理によって著しく増強されることが
できることを見出した。酵素前処理は、微生物を汚染するレベルが非常に低い場合にも、
ＰＣＲを使用する定量的検出を可能にする。
【００１７】
　本発明によると、パルプ製紙業界内でセルロースを含む材料中の微生物含有量の決定は
、以下のステップを含む：
　（ａ）セルロースを含む材料のサンプルの懸濁液を提供するステップ；および
　（ｂ）ステップ（ａ）の懸濁液を、セルラーゼ活性を有する１つ以上の酵素調製物（複
数可）で処理するステップ；および
　（ｃ）ステップ（ｂ）の酵素処理された懸濁液から微生物を分離するステップ；および
　（ｄ）ステップ（ｃ）の分離された微生物から核酸を単離するステップ；および
　（ｅ）ステップ（ｄ）の単離された核酸についてＰＣＲ分析を実施するステップ、
　ここで、ＰＣＲ結果は、サンプルの微生物含有量を示す。
【００１８】
　当該分野で公知のように、陽性ＰＣＲ結果は、特定の核酸の存在を示し、よって、特定
の微生物の存在を示すのに対し、ｑＰＣＲは、微生物レベルの決定のために使用される。
【００１９】
　これに関連して、「微生物含有量」は、サンプルの定性的（例えば、微生物株を同定す
る）および定量的（例えば、細菌のコロニー形成単位の量）微生物含有量の両方を網羅す
ると理解されるべきである。サンプル材料中の定性的および定量的微生物含有量の決定は
、独立してまたは一緒に行われることができる。定性的含有量は、特定の属または種に特
異的なプライマーを使用して測定されることができる。ＰＣＲ生成物の存在は、微生物の
存在を示し、ゲル電気泳動または好ましくはｑＰＣＲ装置の分析を使用して決定されるこ
とができる。定量的決定は、必要な場合、ｑＰＣＲ装置および既知の対照を使用して実施
される。広範囲のプライマーまたは特異的プライマーのいずれかを使用することができる
。
【００２０】
　本発明によると、語句「パルプ製紙産業内でセルロースを含む材料」は、原材料、製造
プロセス中のセルロース系材料および最終生成物を含むパルプ製紙産業内で材料を含むセ
ルロースを意味する。セルロース（セルロース系材料）を含むそのような材料の例は、こ
れらに限定されないが、木材チップ、機械パルプ、および様々な紙およびボードである。
パルプ、様々な紙およびボードが、好ましい材料である。消費者ボードが、特に好ましく
、食品および液体のための包装ボードは、セルロースを含む最も好ましい材料である。
【００２１】
　これに関連して、用語「消費者ボード」は、一般的な包装ボード、食品および非食品包
装ボード、液体包装ボード、医薬品包装ボード、たばこボードおよびグラフィックボード
を含む。微生物学的純度を試験される紙またはボードは、単層または複数層並びに被覆ま
たは非被覆であることができる。紙またはボードは、セルロース系繊維および任意に、ヘ
ミセルロースおよび任意に他の成分および／またはコーティングの各種量を含む。ヘミセ
ルロース含有量またはコーティグは、酵素調製物の最適の組成に対する効果を有すること
ができる。好ましい紙およびボード材料は、消費者包装ボード、特に液体および食品材料
のための包装ボードである。
【００２２】
　懸濁液は、製造プロセスの水相から直接得ることができる。しかしながら、懸濁液がプ
ロセスまたは水性生成物に由来する場合、溶液は、以下のステップで酵素調製物の活性に
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適していることを保証されなければならない。必要な場合、緩衝液は、変更されなければ
ならない。
【００２３】
　セルロースを含む潜在的に汚染された材料のサンプルは、溶液、典型的には、使用され
る酵素調製物の活性に適した緩衝溶液中に懸濁され得る。紙またはボード材料は、例えば
、はさみを使用して、懸濁ステップの前にスライスされることができる。通常、紙または
ボードの材料を懸濁するステップは、機械的粉砕および／または例えば、ボルテックスに
よって強化される。サンプルを懸濁する好ましい方法の１つの例は、乳製品の検査のため
の標準的方法、第１７版、ＡＰＨＡ刊行物に見出されることができる。パルプ化プロセス
に由来するサンプルは、機械的粉砕なしで酵素処理に供され得る。しかしながら、いくつ
かの場合において、懸濁液緩衝液は、以下のステップで酵素活性の必要性を満たすために
変更されなければならない。
【００２４】
　その後、好ましくは、均質化された懸濁液の重量測定量を、１つ以上のセルロースおよ
び任意にヘミセルラーゼ活性を含む酵素調製物と接触する。典型的には、酵素調製物は、
懸濁液に添加される。
【００２５】
　懸濁液は、微生物および繊維性材料の分離を促進するために、セルロース分解酵素で処
理される。本発明に係る酵素調製物は、セルラーゼ活性を有する少なくとも１つの酵素を
含む。任意に、酵素調製物は、ヘミセルラーゼ活性をさらに含む。酵素調製物はまた、セ
ルラーゼ活性および任意に１つ以上のヘミセルラーゼ活性を有する酵素の混合物であるこ
とができる。いくつかのセルラーゼ活性を含む酵素調製物は、好ましくは、１つ以上のエ
ンドグルカナーゼ活性で富化される。セルラーゼ酵素は、エンドグルカナーゼ（ＥＣ　３
．２．１．４）またはエキソ活性セロビオヒドロラーゼ（ＥＣ　３．２．１．９１）など
などのエンドセルラーゼであることができ、これらに制限されないが、それらはまた、他
のセルロース分解および／またはヘミセルロース分解活性またはそれらの任意の混合物を
有することができる。エンドグルカナーゼが好ましい。ｃｅｌ５ファミリーのエンドグル
カナーゼ活性は、特に有用である。ヘミセルラーゼは、例えば、キシラナーゼ（ＥＣ　３
．２．１．８）またはマンナナーゼまたはそれらの任意の混合物であることができる。本
発明で有用な市販の酵素混合物の例は、Ｅｃｏｓｔｏｎｅ　Ｌ９００　(ＡＢ　Ｅｎｚｙ
ｍｅｓ、フィンランド)であり、これは、ｃｅｌ５富化トリコデルマ（Ｔｒｉｃｈｏｄｅ
ｒｍａ）セルラーゼ混合物である。
【００２６】
　酵素処理は、生きた微生物にとって穏やかであり、広範な機械的粉砕の必要性を減少さ
せる。それは、紙またはボード基質中の微生物および繊維の分離を促進し、それにより、
決定の感度および正確さが高められる。
【００２７】
　好ましくは、酵素調製物は、セルロースを含む材料中の微生物および繊維の適切な分離
を確実にするために、わずかに過剰に投与される。例えば、酵素処理（上記ステップ（ｂ
）として定義される）ｐＨ、温度およびインキュベーション時間を含む条件は、酵素調製
活性に適しているはずである。酵素処理はまた、浸軟の機械的方法よりも優れた再現性を
示す。酵素処理の後、懸濁液は、例えば、ろ過バッグ遠心分離を使用してセルロース含有
材料から微生物の分離を可能にする。
【００２８】
　適切に機能する製造プロセス、または適切に機能する製造工程を使用して得られる紙ま
たはボードに由来するパルプ中の微生物学的不純物（微生物の量）の混入量は、典型的に
は、非常に低い。したがって、残りの繊維から微生物を分離する必要がある。原理的には
、微生物を回収するための任意の既知の方法を使用することができるが、ろ過バッグ遠心
分離が、最も好ましい。遠心分離機のろ過バッグは、生きた微生物を回収するだろうが、
残りの残存繊維は、排出されるだろう。ろ過バッグの適切な細孔径は、当業者によって選
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択されることができ、例えば、５０μｍであり得る。
【００２９】
　その後、分離した細胞を、プロピジウムモノアジド（ＰＭＡ）で処理することができる
。ＰＭＡは、死細胞の膜を貫通し、核酸と反応し、ＰＣＲによって増幅することができな
いＤＮＡを生じる。したがって、生細胞からのＤＮＡのみを決定することができる。
【００３０】
　次に、分離された微生物の核酸が単離される。再度、任意の公知の方法が使用されるこ
とができる。適切なプロトコルの１つの例は、Ｒｉｎｔｔｉｌａらに記載される。
【００３１】
　最後に、単離された核酸材料は、ＰＣＲ分析、通常、定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）に導かれ
る。ｑＰＣＲは、汚染微生物（複数可）の定量的および定性的決定の両方を可能にする。
当業者は、例えば、総細菌判定のための適切なＰＣＲプライマーを選択することができ；
例えば、１６Ｓ　ｒＤＮＡ領域を増幅するためのプライマーは、総細菌含有量の決定に使
用可能である。微生物の特定の属または種に特異的なプライマーを使用することも可能で
ある（定性分析、任意に定量的結果も伴う）。非テンプレート対照および有効な融解曲線
の前の閾値サイクルを超える増幅を有するサンプルは、微生物の存在を示す。定量的ＰＣ
Ｒ結果は、微生物の既知の量／濃度を有する標準を使用して計算される。
【００３２】
　培養の伝統的に使用される方法と比較する場合、ｑＰＣＲは、著しく速く、培養と同じ
くらい労働集約的ではない。本発明の方法はまた、非常に精度が高く、材料の微生物の純
度における小さな変化の検出を可能にする。例えば、液体包装材料のグラム当たりの総細
菌数が２５０コロニー形成単位（ｃｆｕ／ｇ）未満である場合、液体包装材料は、微生物
学的に純粋であるとみなされる（乳製品検査のための方法、第１７版、ＡＰＨＡ出版物）
。したがって、感度および低検出限界が、本発明の方法の有用性のために不可欠である。
【００３３】
　決定方法の改善された精度、特異性および使いやすさは、包装材料を使用する前に、製
造現場での生成される材料の継続的な追跡および簡単な追跡または無作為試験を可能にす
る。したがって、本発明に係る方法は、消費者包装の安全性および衛生性を改善する。ま
た、製造プロセスにおける微生物学的不純物は、プロセスおよび得られる生成物に有害で
ある。微生物数の可能な増加の早期検出は、例えば、微生物沈殿物の形成を防止すること
をより容易にする。
【００３４】
　本明細書に記載の方法は、微生物の任意のタイプの決定に適している。本発明の方法は
、細菌、特にバチルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）属およびバチルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）Ｄ属
内の種の決定に特に適する。汚染菌およびカビを検出することも可能である。
【００３５】
　定量的ＰＣＲを使用する微生物の決定前に、パルプ製紙産業内でセルロースを含む材料
の前処理におけるセルラーゼ酵素の使用はまた、本発明の範囲内である。セルラーゼ酵素
は、単独で、または他のセルラーゼ酵素および／または１つ以上のヘミセルラーゼ酵素（
複数可）と組み合わせて使用されることができる。混合セルラーゼ調製物およびいくつか
の加水分解活性を有するいわゆる全セルラーゼ調製物、並びに１つのみまたは２つの主な
活性を有するセルラーゼは、本発明の範囲内で使用可能である。当該分野で公知のように
、セルラーゼのタイプは、繊維性材料のタイプに依存する。最も好ましい使用において、
紙またはボード材料は、微生物の定量的決定前に、エンドグルカナーゼ酵素で前処理され
る。
【００３６】
　本発明は、以下の非限定的な例によって例示される。上記の説明および実施例に示され
た態様は、例示的目的だけのためであり、様々な変更および修正は、本発明の範囲内で可
能であることが理解されるべきである。
【実施例】
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【００３７】
実施例１：包装ボードの接種
　バチルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）Ｄ群に属する細菌株を、＋３７℃で一晩ＴＳＢ（トリプ
シン大豆ブロス）中で増殖させた。生存能力を保証するために、細菌を、指数増殖期の間
に採取した。一次増殖ブロスから、５ｍｌの体積を、５００ｍｌの新鮮なブロスに移し、
＋３７℃で６時間インキュベートした。細菌細胞を、１０×５０ｍｌファルコンチューブ
に分け、遠心分離により回収した。全ての１０個のペレットを、５ｍｌの滅菌クエン酸緩
衝液（０．０５Ｍ、ｐＨ５．０）中に再懸濁し、一緒に合わせて、２００ｍｌまで充填し
た（「細菌ストック」）。細菌ストックを、Ｌｏｗについては２０μｌで、Ｍｉｄ－Ｌｏ
ｗ接種材料については２００μlで、ボード－緩衝液混合物に添加した。
【００３８】
　包装ボードは、バチルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）Ｄ群に属するバチルス（Ｂａｃｉｌｌｕ
ｓ）株の２つのレベル（ＬｏｗおよびＭｉｄ－Ｌｏｗ）を用いて接種された。培養は、Ｆ
ＤＡ標準プロトコル（乳製品検査のための標準的方法、第１７版、ＡＰＨＡ刊行物）に従
って実施された。上記で説明したように、バチルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）増殖の連続希釈
は、接種材料に使用された；Ｈｉｇｈレベルは、１：１０希釈であり、以下のＭｉｄ－Ｈ
ｉｇｈ、Ｍｉｄ－ＬｏｗおよびＬｏｗをそれぞれ希釈して、低レベル接種物を１：１００
０００に希釈した。
【００３９】
実施例２　プロピジウムモノアジド処理
　プロピジウムモノアジド処理のために、細菌細胞を含むペレットを０．９％ＮａＣｌの
１９８０μｌに手動ボルテックスで溶解した。得られた液体を、２ｍｌのエッペンドルフ
チューブに移し、２０μｌのＰＭＡ（プロピジウムモノアジド）反応溶液を加えた。チュ
ーブを手で振ってサンプルを混合し、次に振盪せずに、暗所で、室温で、５分間インキュ
ベートした。インキュベーション後、チューブを逆さにして、サンプルをホモジナイズし
、５００Ｗランプ下で冷たい要素の上に横に置き、５分間照射した。その後、サンプルを
、１０分間、＋４℃で、２００００×ｇで遠心分離し（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ Ｃｅｎｔｒ
ｉｆｕｇｅ ５８０４ Ｒ）、上清を流し捨てた。遠心分離後、ペレットを、２０分間、＋
４５℃で、真空デシケーターで乾燥し、１．５～２時間、＋５５℃で、４５μｌのＴｒｉ
ｓ－ＥＤＴＡ緩衝液中に溶解した。
【００４０】
　実施例３：ＤＮＡ抽出およびｑＰＣＲ
　繊維性材料から単離された細胞のＤＮＡ抽出は、Ｒｉｎｔｔｉｌａら（２００４年）に
よって記載されるように、本質的に実施された。要するに、溶解試薬を、ガラスビーズを
有するチューブに添加し、ＦａｓｔＰｒｅｐビースビータを、１分間、６．５ｍ／ｓの速
度で３回使用した。チューブを、２０分間、６５℃でインキュベートし、サーモミキサー
で２分ごとにボルテックスした。８００μｌのフェノール－クロロホルム－イソアミルア
ルコール（２４：２３：１）を添加し、混合し、５分間、１００００ｇで遠心分離した。
６００μｌの液相を、新しいチューブに移し、クロロホルム：イソアミルアルコール（２
４：１）で抽出した。２７０μｌの１００％イソプロパノールを使用して、ＤＮＡを沈殿
させ、液体を、１５分間、＋４℃で、２００００ｇの遠心分離後に除去した。ペレットを
、１ｍｌ（－２０℃）７０％エタノールで２回洗浄し、５分間、＋４℃で、２００００ｇ
で遠心分離した。遠心分離後、ペレットを、２０分間、＋４５℃で、真空デシケーター中
で乾燥させ、１．５～２時間、＋５５℃で、４５μｌのＴｒｉｓ－ＥＤＴＡ緩衝液中に溶
解した。
【００４１】
　ＤＮＡサンプルを、ｑＰＣＲ分析のために、１：２、１：４および１：８に希釈した。
Ｎａｄｋａｒｎｉら、２００２年に記載されるような広範なプライマーを、６０℃のアニ
ーリング温度で４０サイクルの間、使用した。サンプル結果を、１０倍希釈標準に基づい
て標準曲線によって計算した。
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【００４２】
実施例４：圧縮ろ過
　包装ボードを、バチルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）Ｄ群の株の２つのレベルで接種した。実
施例１で記載されるようなＬｏｗおよびＭｉｄ－Ｌｏｗを、Ｗａｒｉｎｇブレンダーで緩
衝液中にホモジナイズし、圧縮ろ液で圧縮して固相および液相を分離した。圧縮ろ過から
得られたろ液からのｑＰＣＲ結果は、それぞれ、ＬｏｗおよびＭｉｄ－Ｌｏｗ接種レベル
についての培養結果の２１および１１％にすぎなかった、図１参照。培養よりも圧縮ろ液
の方がはるかに低い結果は、圧縮ろ過が、包装ボードからの微生物のための十分な分離方
法でないことを示す。
【００４３】
実施例５：ろ過バッグ遠心分離は、微生物に対する不適切な分離方法である。
　包装ボード（１０ｇ）を、ボードサンプルの縁を除いて、滅菌はさみで小片に切断した
。得られた小片を、３００ｍｌのクエン酸緩衝液（０．０５Ｍ、ｐＨ５）と混合し、Ｗａ
ｒｉｎｇブレンダー中でホモジナイズした。ホモジナイズした浸漬湿潤包装ボード（３５
±０．１ｇ）の既知の重量測定量を、ろ過バッグを含む５０ｍｌファルコンチューブ（繊
維およびインビトロ研究のためのＦ５７ろ過バッグ、Ａｎｋｏｍ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
）に移し、遠心ろ過した。理想的には、不溶性マトリックスは、ろ過バッグ中に捕捉され
、細菌は、ペレット内に沈降するだろう。それにもかかわらず、ｑＰＣＲの結果は、培養
結果の２７％を示し、単独でのろ過バッグ遠心分離は、溶液中に懸濁された包装ボードか
らの微生物に対する適切な分離方法ではないことを示す。ｑＰＣＲおよび培養を使用する
結果を、図２に示す。
【００４４】
実施例６：酵素処理
　セルロース分解活性を含む４つの酵素調製物（いわゆる「全セルラーゼ」または「混合
セルラーゼ」）を、緩衝液中に懸濁したボードサンプルを分解するそれらの能力に関して
試験した。試験された酵素は、Ｅｃｏｓｔｏｎｅ Ｌ９００ （ＡＢ Ｅｎｚｙｍｅｓ）、
Ｏｐｔｉｍａｓｅ（登録商標） ＣＸ４０Ｌ、Ｏｐｔｉｍａｓｅ（登録商標） ＣＸ６０Ｌ
およびＭｕｌｔｉｆｅｃｔ（Ｇｅｎｅｎｃｏｒ）であった。製造業者の発表および他の公
的に利用可能な情報による主な活性は、次の通りである：Ｅｃｏｓｔｏｎｅ Ｌ９００は
、ｃｅｌ５富化Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａセルラーゼ調製物である。ＯＰＴＩＭＡＳＥ（登
録商標）ＣＸ ４０Ｌ酵素調製物は、主な酵素活性としてセルラーゼおよびヘミセルラー
ゼを含む。Ｏｐｔｉｍａｓｅ ＣＸ６０Ｌは、複数の酵素活性を含むが、カルボキシメチ
ルセルロース（ＣＭＣ）に対するその活性に基づいて標準化される。キシラーゼは、Ｍｕ
ｌｔｉｆｅｃｔに対する主な活性である。
【００４５】
　酵素活性が、ボード基質の分解を制限しないことを保証するために、ボード質量に対す
る酵素体積の比が、５～１５×１０－５の範囲である以下の一連の試験設定（表１参照）
を行った。ボード当たりより多くの酵素が提供されたにもかかわらず、効率は変化しなか
った。これは、既に最小の体積に非常に多くの酵素が含まれており、酵素活性はボードの
破壊を制限しなかったことを示す。
【００４６】
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【表１】

【００４７】
　全ての酵素を、最大体積として適用したので、酵素活性は、ボード基質の分解を制限し
なかっただろう。インキュベーション温度、ｐＨおよび他の条件は、製造業者の推奨に従
って、各酵素の最適範囲に調整した。ボード基質を分解する酵素の能力を目視で評価し、
主な活性としてセルロースとの２つの酵素は、他の２つより優れており、セルラーゼは、
ヘミセルラーゼよりも好ましいことを示す。
【００４８】
実施例７：ｑＰＣＲを用いたスパイク包装ボードの分析
　２つの異なる包装ボードは、実施例１で記載されるように、バチルス（Ｂａｃｉｌｌｕ
ｓ）Ｄ群の株の４つのレベル（Ｌｏｗ、Ｍｉｄ－Ｌｏｗ、Ｍｉｄ－ＨｉｇｈおよびＨｉｇ
ｈ）で接種された。培養を、ＦＤＡ標準プロトコル（乳製品の検査のための標準的方法、
第１７版、ＡＰＨＡ刊行物）に従って実施した。ｑＰＣＲ分析のために、包装ボード（１
０ｇ）を、ボードサンプルの縁を除いて滅菌はさみで小片に切断した。得られた小片を、
３００ｍｌのクエン酸緩衝液（０．０５Ｍ、ｐＨ５）と混合し、Ｗａｒｉｎｇブレンダー
中でホモジナイズした。ホモジナイズした浸漬湿潤包装ボード（３５±０．１ｇ）の既知
の重量測定量を、貯蔵ボトルに移し、セルラーゼ酵素（ＡＢ Ｅｎｚｙｍｅｓ、Ｅｃｏｓ
ｔｏｎｅ Ｌ９００）を用いて４０℃でインキュベーターシェーカー中でインキュベート
した。サンプルを、ろ過バッグを含む５０ｍｌのファルコンチューブ中に移し、遠心ろ過
した。不溶性マトリックスは、ろ過バッグ中に捕捉され、細菌は、ペレット中に沈殿した
。生存細胞が測定されるべきサンプルを、溶解試薬が添加される前に、ペレット段階でプ
ロピジウムモノアジドで処理した。図３ａおよび３ｂに示されるｑＰＣＲ結果は、複製サ
ンプルの間の優れた直線性および低い標準偏差を示した。それらはまた、培養結果と一致
し、すなわち、良好な回収率および正確性を示した（それぞれ、９０および９７％）。実
験は、接種なしで様々なボードを使用して数回繰り返された。酵素処理およびｑＰＣＲを
使用して得られた結果は、それぞれの培養結果と一致した。内在性微生物の非常に低いレ
ベルにより、統計学的に有意な細は観察できなかった。データは、示されない。
【００４９】
実施例８：セルラーゼ前処理を用いたおよび用いない培養およびｑＰＣＲによる決定の比
較
　酵素前処理をＤＮＡ抽出およびｑＰＣＲ分析前に適用しない場合、ボードサンプルを懸
濁した後の培養は、定量的ポリメラーゼ連鎖反応よりも高い微生物レベルを示した。しか
しながら、ＤＮＡ抽出およびｑＰＣＲ分析前のセルロースでの前処理は、培養結果と良好
に一致を示した。ろ過バッグ遠心分離を、ｑＰＣＲ前に微生物の分離のめに使用した。結
果を、図４に示す。
【００５０】
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実施例９：他の前処理と比較した酵素前処理
　包装ボードサンプルの培養を、ＦＤＡ標準プロトコル（乳製品の検査の標準的方法、第
１７版、ＡＰＨＡ刊行物）に従って実施した。圧縮ろ過を、実施例１に記載したように実
施し、実施例５に記載のろ過バッグ遠心分離を実施した。市販のＥｃｏｓｔｏｎｅ Ｌ９
００を使用する酵素処理は、実施例７で記載のように実施した。
【００５１】
　セルラーゼ前処理サンプルは、培養に対するレベルを示したが（同等またはわずかに高
い）、他の前処理（圧縮ろ過およびろ過バッグ遠心分離）および前処理なしのサンプルは
、培養と比較してより低いレベルを示した。結果を図５に示す。

【図１】

【図２】

【図３ａ】

【図３ｂ】
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【図４】

【図５】
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