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第 6章

亜 硝 酸 の 醗 酵 漬 物 由 来 細 菌 に 対 す る

死 滅 促 進 効 果

前 章 に お い て ､ カ ブ の 醗 酵 漬 物 が 正 常 に 醗 酵 せ ず ､ pH

の 低 下 が 遅 延 す る 事 例 に つ い て 検 討 を 行 な い ､ そ れ は 醗

酵 初 期 に お い て Pseudom onas属 菌 や En terobacter

属 菌 な ど に よ る 過 度 の 亜 硝 酸 の 生 成 に よ っ て ､ 乳 酸 菌 の

増 殖 が 抑 制 さ れ た こ と に 起 因 す る こ と や 細 菌 の 増 殖 に 及

ぼ す 亜 硝 酸 の 影 響 が 菌 種 や pH に よ り 異 な る こ と を 明 ら

か に し た ｡ 亜 硝 酸 の 細 菌 に 対 す る 増 殖 阻 害 に 関 し て は 肉

製 品 の 保 存 と の 関 連 か ら Clostrl'dl'um perfrl'ngens

65 166)や Clo strl'dlum botull･n um 67･68) な ど 食 中 毒

菌 を 対 象 と し た 報 告 が 主 で ､ 醗 酵 漬 物 に 関 す る 微 生 物 を

対 象 と し た 報 告 例 は ほ と ん ど 見 当 た ら な い ｡ そ こ で ､ 本

章 に お い て は ､ 醗 酵 漬 物 に 由 来 す る 細 菌 を 対 象 に 亜 硝 酸

に よ る 細 菌 の 死 滅 促 進 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て 検 討 を 加 え

た ｡

第 1節 方 法

1.漬 物 の 調 製

漬 物 の 原 料 野 菜 と し て は ､ 実 験 の 都 合 上 ､ 亜 硝 酸 の 生

-81-



第6章

成 が 比 較 的 少 な い も の と し て キ ャ ベ ツ を 用 い た ｡ そ れ ら

の 約 5kgを 良 く 水 洗 し た 後 ､ ホ ウ ロ ウ 製 の タ ン ク に 入

れ ､ 野 菜 重 量 に 対 し ､ 30/.の 食 塩 を 均 一 に 加 え た ｡ つ ぎ

に ､ 野 菜 重 量 と 同 重 量 の 重 石 を し ､ さ ら に 3% の 食 塩 水

で 野 菜 重 量 の 半 量 の 差 し水 を し た ｡ 一 晩 ､ 室 温 で 荒 漬 け

し､ 軽 く洗 浄 し た 後 ､ 同 重 量 の 3% 食 塩 水 を 加 え 本 漬 け

と し ､ 20℃ で 醗 酵 を 行 な っ た ｡ キ ャ ベ ツ の 醗 酵 に お け

る 亜 硝 酸 の 影 響 を み る 際 は ､ 醗 酵 開 始 1 日 後 に 漬 け 液 で

の 亜 硝 酸 濃 度 が 50〃 g/mlに な る よ う に 亜 硝 酸 ナ ト リ ウ

ム 溶 液 を 添 加 し た ｡ 良 く 撹 拝 し た 漬 け 液 を 必 要 な 時 に 採

取 し ､ 測 定 に 供 し た ｡

2.細 菌 数 の 測 定

培 養 液 及 び 漬 物 の 漬 け 液 を そ れ ぞ れ 1m lま た は 10m l

採 取 し ､ 常 法 ど お り 10倍 段 階 希 釈 法 に よ り 標 準 寒 天 培

地 を 使 用 し ､ 生 菌 数 を 測 定 し た ｡ グ ラ ム 陰 性 細 菌 数 は

C V T 寒 天 培 地 (日 水 製 薬 ) を 用 い ､ 30℃ ､ 2日 間 培 養

後 出 現 し た 赤 変 コ ロ ニ ー を 計 数 し ､ 本 菌 数 と し た ｡ 乳 酸

菌 ･の 計 数 は 第 3章 に し た が い ､ 選 択 計 数 培 地 と し て エeLJ

conosEoc属 菌 は pES培 地 ､ E n lerococcLIS及 び p

edl'ococcus属 菌 は M IEnteroco ccu s培 地 (BBL)､ L,

actobacl'1 JLIS属 菌 は M -LBS(BBL)培 地 を 用 い て 行

な っ た ｡
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3.亜 硝 酸 の 定 量 及 び p H の 測 定

漬 け 液 中 の 亜 硝 酸 の 定 量 及 び pHの 測 定 は 第 5章 に 示 し

た 方 法 に 準 拠 し て 行 な っ た ｡

4.亜 硝 酸 に よ る 死 滅 促 進 の 検 討

供 試 菌 株 は 漬 物 原 料 野 菜 及 び 醗 酵 漬 物 よ り 当 研 究 室 に

お い て 分 維 同 定 し た 8菌 株 ､ MJ'cI･OCOCCuS Varl'ans M

-4､ Pseudomon召S fluorescen s P-24､ Enter

obacier aeroどenes E-2､ Klebslella pneum o

nl'ae E-8､ Enterococcus faecall's M L-8､ Le

uconosioc mesenlerol'des L-ii､ Pedl'ococcu

s pentosaceus M L-4､ Lactobac1-llus plantar

um L -4 を 用 い た ｡ 前 培 養 は ト リ プ チ ケ ー ス ペ プ ト ン 5

g､ 酵 母 エ キ ス 2.5g ブ ド ウ 糖 1g､ 蒸 留 水 11の 組 成 の 培

地 (p H 6.4) を 用 い て 行 な っ た ｡ 醗 酵 が や や 進 行 し て

い る 状 態 と し て pH を 5.0に ､ か な り 進 行 し て い る 状 態 と

し て p H を 4.0に 調 整 し た 同 じ 組 成 の 培 地 に NO2-N と し

て 最 終 濃 度 が 0､ 5､ 10､ 20､ 50､ 100′" g/ m lと な

る よ う に 無 菌 的 に 嬉 過 し た 亜 硝 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 添 加

し た ｡ そ れ ら の 培 地 に 被 験 菌 の 初 発 菌 数 が 各 々 106/ m l

と な る よ う 接 種 し ､ 30℃ で 3日 間 培 養 し た ｡ そ の 間 ､ 経

時 的 に 生 残 菌 数 を 計 数 す る こ と に よ り 亜 硝 酸 の 影 響 を み

た ｡
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5.Enterobacter aerogenes E-2株 と Leuc. mes

enterol'des L-11株 及 び Lact.plantarum L-4 株 と の

混 合 培 養

硝 酸 カ リ ウ ム 存 在 下 に お け る Enterobacter aeI･Oge

nes E12株 と Leuc.mes e n terol'des L-11株 あ る い

は Lact. plantarum L-4 株 と の 混 合 培 養 に お い て 各

菌 株 の 初 発 菌 数 を 変 化 さ せ た 場 合 の Leuc.mesenter

oldes L-11株 及 び L. plantarum L-4 株 の 生 菌 数

の 変 化 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て 検 討 を 加 え た ｡ す な わ

ち ､ Enterobacter aerogenes E-2株 の 初 発 菌 数

が IJeLIC.meSenEerol'des L-11株 よ り も 少 な い 場 合 は

そ れ ぞ れ 5.0× 103/m l､ 8.0 × 105/ml､ 多 い 場 合 は

そ れ ぞ れ 5.0× 106/m l､ 2.0 × 102/mlと な る よ う 試

験 培 地 に 接 種 し ､ 30℃ で 4 日 間 培 養 し ､ そ の 間 の 生 菌 数

の 変 化 を 調 べ た ｡ 同 様 に ､ E nlerobacler aerogen

es E-2株 の 初 発 菌 数 が L. p/antarum L-4 株 よ り も 少

な い 場 合 は そ れ ぞ れ 5.0× 103/ml､ 8.0× 106/lml､ 多

い 場 合 は そ れ ぞ れ 2.0× 106/ml､ 8.0× 103/m lと な

る よ う 試 験 培 地 に 接 種 し ､ 調 べ た ｡ 試 験 培 地 と し て は E

nterobacter aerot,o･enes E-2株 に よ る 亜 硝 酸 の 生 成

が 可 能 な よ う に 前 述 の 培 地 に 硝 酸 カ リ ウ ム 0.5% を 添 加

し ､ 亜 硝 酸 濃 度 100FLg/m上 pH6.4に 調 整 し た も の を

用 い た ｡ 生 菌 数 の 計 数 は Enlerobacler aeroge n es
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E-2株 は マ ッ コ ン キ ー 培 地 (栄 研 ) ､ Leu.mesentero

jdes Ll11株 は pES培 地 ､ Lact.plantarum L-4 株

は M -LBS培 地 に よ り 行 な っ た ｡

第 2節 結 果 及 び 考 察

1.醗 酵 漬 物 の 細 菌 叢 に 及 ぼ す 亜 硝 酸 の 影 響

前 章 で ､ 正 常 に 醗 酵 が 進 行 し た 場 合 に は ､ 醗 酵 初 期 の

.pHが 5.0近 辺 に な り ､ 10- 20〃 g/m lの 低 濃 度 の 亜 硝

酸 の 存 在 下 で Pseudomonas属 菌 や E nierobacteI･属

菌 の 増 殖 が 抑 制 さ れ る こ と を 明 ら か に し て き た ｡ そ こ

で ､ 醗 酵 開 始 後 ､ pHが 約 5.0と な る 1 日 後 に 漬 け 液 の 亜

硝 酸 濃 度 が 50〃 g/m lと な る よ う に 亜 硝 酸 ナ ト リ ウ ム 溶

液 を 添 加 し ､ そ の 後 の 各 細 菌 数 の 変 化 に 及 ぼ す 影 響 に つ

い て 調 べ た 結 果 を Fig. 21に 示 し た ｡
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Fig･21 Effectofnitriteonthe microfloralchange during

fermentationofpickHngcabbagesat2C℃●:Gramnegativebacteria lI:EnterDCOCCUS
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な お ､ 本 実 験 で は 原 料 野 菜 と し て キ ャ ベ ツ を 用 い た

が ､ こ れ は キ ャ ベ ツ か ら の 亜 硝 酸 生 成 が 少 な い た め で 対

照 の (A )に お け る 亜 硝 酸 生 成 は 5 〃 g/m l 以 下 に と ど

ま っ て い た ｡ pseudomonas属 菌 や Enterobacteriac

eae に 属 す る 細 菌 が 多 く を 占 め る グ ラ ム 陰 性 細 菌 は 正 常

な 場 合 (A )､ 5日 後 で ほ と ん ど 死 滅 す る が ､ 亜 硝 酸 が 低

濃 度 存 在 す る 場 合 (B)で は 3日 後 に 死 滅 し ､ 死 滅 が 促 進

さ れ る こ と が 認 め ら れ た ｡ 乳 酸 菌 に お い て は I,actobac

illus属 菌 や Pedlococcus属 菌 に 対 し て は あ ま り 影 響

は み ら れ な か っ た が ､ Enterococcus属 菌 や Leucono

stoc属 菌 は 死 滅 が 促 進 さ れ る 傾 向 が 認 め ら れ た ｡ 前 章 に

お い て ､ 亜 硝 酸 に よ る 増 殖 抑 制 効 果 は L,euconostoc属

菌 >Enterococcus属 菌 > pedlococcus属 菌 > Lacto

bacIllus属 菌 の 順 に 強 い こ と を 報 告 し た が ､ 死 滅 の 場

合 に お い て も 同 様 の 傾 向 を 示 し た ｡ 漬 け 液 中 の 亜 硝 酸 は

醗 酵 の 進 行 に し た が い ､ 急 速 に 減 少 し ､ 4日 後 に は ほ と

ん ど 検 出 さ れ な く な っ た ｡

2.漬 物 由 来 細 菌 の 死 滅 に 及 ぼ す 亜 硝 酸 の 影 響

漬 物 原 料 野 菜 及 び 醗 酵 漬 物 か ら 分 維 同 定 し た 細 菌 を 対

象 と し ､ 亜 硝 酸 が 細 菌 の 死 滅 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て 検 討

を 加 え ､ 亜 硝 酸 生 成 細 菌 に 関 し て は fTig. 22に ､ 乳 酸 菌

に 関 し て は Fig. 23に 結 果 を 示 し た ｡ 亜 硝 酸 生 成 細 菌 に

お い て は 醗 酵 初 期 の 状 態 と し て pH5.0で の 影 響 に つ い て
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み た と こ ろ ､ 亜 硝 酸 が 無 添 加 の 場 合 は い ず れ も 増 殖 が み

ら れ た が ､ 亜 硝 酸 が 存 在 す る 場 合 に は ps.fluore s cen s

p-24株 は 5iLg/m l､ K･pneumonl'ae E-8株 は 10 Fl

g/ml､ M ･yarl'ans M -4株 は 20ilg/m l､ Enleroba

cter aerogenes E-2株 は 50FLg/m l以 上 で 死 滅 し ､

死 滅 の 速 度 は 濃 度 が 高 ま る に つ れ 速 く な っ た ｡ 乳 酸 菌 の

場 合 ､ 醗 酵 が 進 行 し つ つ あ る 状 態 と し て pH4.0で の 影 響

に つ い て み た と こ ろ ､ Enterococcus faecall's M L

-8株 は 亜 硝 酸 が 無 添 加 の 場 合 に お い て も 増 殖 は 見 ら れ

ず ､ 減 少 す る 傾 向 が 見 ら れ た が ､ 亜 硝 酸 が 10〃 g/m l以

上 存 在 す る と 急 速 に 死 滅 が 促 進 さ れ た ｡

Enterococcus faecall's M L-8株 以 外 で は ､ 亜 硝

酸 が 無 添 加 の 場 合 い ず れ も が 増 殖 し た が Leu.mesenEer

ol'des L-11株 は 10p g/m l以 上 で 死 滅 し ､ P.pe nto

saceus M L-4株 及 び Lact.plan tarum L-4株 は 50

ilg/ml以 上 で 死 滅 し た ｡ な お ､ P.penEosaceus M L

-4株 は 20〃 g/m lで は 減 少 傾 向 を 示 し た の に 対 し ､ Lac

t. planlarum L-4株 は や や 増 殖 傾 向 が 見 ら れ た こ と

か ら ､ 亜 硝 酸 の 本 研 究 で 供 試 し た 漬 物 由 来 乳 薮 菌 に 対 す

る 死 滅 促 進 効 果 は Enlerococcus属 菌 > LeLIC0n0St0C

属 菌 > pedl'ococcus属 菌 > Laclobacl'日 us属 菌 の 順

に 大 き か っ た ｡ こ の よ う な 傾 向 は 醗 酵 漬 物 に お け る 微 生

物 叢 の 変 遷 と 同 様 な 傾 向 を 示 し て お り ､ 微 生 物 叢 の 変 遷

に pHや 食 塩 濃 度 の 他 に 亜 硝 酸 の 影 響 が あ る こ と'を 示 唆

し て い る ｡
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Fig,22 Effectofnitriteontheviablecountsofbacteria

isolatedfromfermentedpicklesatpH5･Oat30cc

○:NO 2-N 0/∠g/mJ ▲ :NO 2-N 20/∠g/ml
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Fig.
23Effectofnitriteontheviablecountsofbacteria

isolatedfromfermentedpicklesatpH4･
Oat30oC

2Cl/∠g/ml

50/∠g/ml

○:NO2-N 0/∠g/ml ▲ :NO2-㌢｣

△ :NO2_N IOFLg/mJ □:NO2-N

En.:Enterococcusfaeca//'sML-8

Leu.:Leuconostocmesentero/'desL-1l

Pd.:Ped/'ococcuspentosaceusML-4

Lac.:Lactobac/I//usp/antarumL14
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3.EnterobacleI･ aerOgeneS El2株 と Leuc onost

oc mesenterol'des L-11株 及 び IJaCtObacl'llus

plantarum L-4株 と の 混 合 培 養

過 度 の 亜 硝 酸 生 成 の 一 因 が ､ 亜 硝 酸 生 成 菌 の Pseudo m

onas属 菌 や Enterobacter属 菌 が 原 料 野 菜 に 比 較 的 多

く付 着 し ､ そ れ ら が 増 殖 す る こ と に 起 因 す る こ と を 第 5

章 で 明 ら か に し た ｡ そ こ で ､ 硝 酸 カ リ ウ ム 存 在 下 に お け

るEnteI･Obacter aerogen es E-2株 と Leuc.m e

senterol'des L-11株 あ る い は Lact.plantarum L

-4 株 と の 混 合 培 養 に お い て 各 菌 株 の 初 発 菌 数 を 変 化 さ

せ た 場 合 の Leuc.mesenteTOl'des L･ll株 及 び Lac

仁plantarum L-4 株 の 生 菌 数 の 変 化 に 及 ぼ す 影 響 に

つ い て 検 討 を 加 え た ｡ ieuc.mesenterol-des L-i1

株 と EnteI･Obacter aerogenes E-2株 の 混 合 培 養 の

結 果 は Fig.24に 示 す と お り で あ る c ieuc.m esen te

rol'des Ll11株 が EnEel-0bacter aerot,openes E-2

株 よ り も 生 菌 数 が 多 く ､ 亜 硝 酸 が 100〃 g/m l存 在 し て

い る と pHの 低 下 は や や 遅 れ る が ､ 生 菌 数 の 変 化 は 無 添

加 の 場 合 と あ ま り 違 い は み ら れ な か っ た ｡ し か し ､ Ent

erobacter aerogen es E-2株 が 多 い 場 合 は ､ 亜 硝 酸

無 添 加 区 で は 時 間 の 経 過 に し た が い ､ Leuc.mesenEerol'd

es L-11株 は 急 速 に 増 殖 し ､ Enlerobacler aerogen es

E-2株 は pHの 低 下 に と も な い 減 少 し た ｡ 一 万 ､ 亜 硝 酸

添 加 区 で は Leuc.mesenEeroJ･des L-11株 は 増 殖 抑 制

-9ト



第6章

を受 け る と と も に pHの 低 下 も 抑 制 さ れ た が ､ Enterob

acter aerc･genes E -2株 は 増 殖 を 続 け ､ 4 日 後 で も 生

菌 数 の 低 下 は 認 め ら れ な か っ た ｡

(
I∈
＼nlU
.6
0
1)lU
n
O
D
ニ
a
U
a
Jq
t2!>

((u
J
r
n
も

.6
o

r)lUn
O

U
ニaU
arqC!̂

8

6

4

2

0

8

6
4

2

0

〓
d

7

6

5
1一一一一一一雷

10 Time弓 days ) 4

(一∈
＼n
-0
.6
o
I
)lu
n
O
U
ニ
a
U
a
lq

e!̂

(Iu
JJ
n-U.Bor)lUnOUニaU
aJqe!>

8

6

4

2

0

8

6

4
2

0
0

Time弓days )

7

6

〓

d
5

4

Fig.24 Effectsofthe numberofE.aerogenesandnitrite

concentrationonthegrovvthofLeuc･mesentero/'desat30つC

○:Leuconostocmesentero/'desL-11

+ :EnterobacteraerogenesE-2

1 :pH

(A):NO 2-N O〟°/ml

(B):NO 2-N IOOFLg/ml

-92-



第6章

ま た ､ Lact.planlarum L-4株 と EnteI･Obacter a

erogenes E-2株 の 混 合 培 養 の 結 果 を Fig.25に 示 し

た ｡ 両 菌 の 生 菌 数 の 変 化 は Leuc.m esenEel-01'des L

･11株 の 場 合 と ほ ぼ 同 様 な 傾 向 を 示 し た ｡ 以 上 の こ と

は ､ 漬 物 の 醗 酵 初 期 に 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 菌 数 が 乳 酸 菌 に

比 し て 多 く ､ 亜 硝 酸 濃 度 も 高 い 場 合 に は 乳 酸 菌 の 増 殖 が

抑 制 さ れ る と と も に pHの 低 下 も 抑 制 さ れ る こ と を 裏 付

け て い る ｡
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第3節 要 約

醗 酵 漬 物 の 細 菌 に 対 す る 亜 硝 酸 に よ る 死 滅 促 進 効 果 に

つ い て 検 討 を 加 え た と こ ろ ､ 新 た に 以 下 の 結 論 を 得 る こ

と が で き た ｡

(1) 醗 酵 初 期 (pH5.0) に 漬 け 液 の 亜 硝 酸 濃 度 を

50〃 g/m lに 調 整 し た と こ ろ ､ 対 照 よ り も グ ラ ム 陰 性

細 菌 は 早 く死 滅 し ､ 供 試 し た 乳 酸 菌 の な か で は Enteroc

occus属 菌 と Leuconostoc属 菌 の 死 滅 が 促 進 さ れ る 傾

向 が 認 め ら れ た ｡

(2) 供 試 し た 亜 硝 酸 生 成 細 菌 は 酸 性 下 で 亜 硝 酸 に

よ っ て 死 滅 が 促 進 さ れ ､ pseudomonas属 菌 > KJebsl

ella属 菌 > M l'Crococcus属 菌 > EnterobacteI一属

菌 の 順 に 大 き な 影 響 を 受 け た ｡ 供 試 し た 乳 酸 菌 に 対 す る

亜 硝 酸 の 死 滅 促 進 は Enterococcus属 菌 > Leucono

sto c属 菌 > pedl'ococcus属 菌 > L,actobacl'llus

属 菌 の 順 に 大 き い こ と が 明 ら か と な っ た ｡

(3) E.aeI-OgeneS E-2株 と Leuc.mesenterolde

s Ll11株 及 び Lact.planlarum L-4株 と の 混 合 培 養

の 結 果 ､ 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 菌 数 が 乳 酸 菌 に 比 し て 多 く ､

亜 硝 酸 濃 度 も 高 い 場 合 に は 乳 酸 菌 の 増 殖 及 び pHの 低 下

が 抑 制 さ れ た ｡
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第 7章

醗 酵 漬 物 由 来 細 菌 の 亜 硝 酸 生 成 に お よ ぼ す

製 造 環 境 要 因 の 影 響

5章 に お い て ､ 過 度 の 亜 硝 酸 の 生 成 に よ っ て 醗 酵 漬 物

が 正 常 に 醗 酵 し な い 例 を 兄 い だ し ､ 亜 硝 酸 の 存 在 下 で は

pH の 違 い に よ っ て ､ 細 菌 の 増 殖 促 進 や 抑 制 が 生 じ る こ

と を 明 ら か に し ､ 6章 で は 亜 硝 酸 が 存 在 す る 酸 性 下 に お

い て は 亜 硝 酸 生 成 細 菌 及 び 乳 酸 菌 の 死 滅 が 促 進 さ れ る こ

と を 明 ら か に し た ｡ 醗 酵 初 期 に お け る 亜 硝 酸 の 蓄 積 は

Pseudomonas属 菌 や EnterobacteI･属 菌 な ど の 亜 硝

酸 生 成 細 菌 が 有 し て い る 硝 酸 還 元 酵 素 の 働 き で ､ 漬 物 原

料 野 菜 に 多 く 含 ま れ て い る 硝 酸 が 還 元 さ れ る こ と に よ る ｡

し た が っ て ､ 亜 硝 酸 の 蓄 積 は 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 増 殖 や 硝

酸 還 元 酵 素 活 性 に 大 き く左 右 さ れ る こ と が 考 え ら れ る ｡

醗 酵 漬 物 は 一 定 の 食 塩 濃 度 と 温 度 の 下 で 製 造 さ れ る こ と

か ら ､ 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 増 殖 及 び 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 は そ

れ ら の 環 境 要 因 に 大 き く影 響 を 受 け る こ と が 考 え ら れ る ｡

そ こ で ､ 本 章 に お い て は 醗 酵 漬 物 に 由 来 す る 亜 硝 酸 生 成

細 菌 及 び そ れ ら の 硝 酸 還 元 酵 素 を 対 象 に 環 境 要 因 が 亜 硝

酸 の 生 成 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て 検 討 を 加 え た ｡
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第 1節 方 法

1.供 試 菌 株 及 び 細 菌 の 増 殖 測 定

供 試 菌 株 は 漬 物 原 料 野 菜 及 び 醗 酵 漬 物 よ り 当 研 究 室 に

お い て 分 離 同 定 し た 保 存 菌 株 (pseudomonas fluore

scens Pl24､ Pseudomonas fluorescens p-40､

Enterobacter aeTogenes E-2､ Enterobacter

cloacae E-4､ Klebslella pneumonl'ae E-8)

で ､ 醗 酵 漬 物 を 製 造 す る 際 に 出 現 す る 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の

う ち 主 要 な も の を 用 い た ｡ 前 培 養 は ト リ プ チ ケ ー ス ペ プ

ト ン 5g､ 酵 母 エ キ ス 2.5g､ ブ ド ウ 糖 1g､ 蒸 留 水 11､

pH6.4の 培 地 を 用 い て 行 な っ た ｡ 細 菌 の 増 殖 の 変 化 は 分

光 光 度 計 (島 津 ､ U v -160A )を 用 い て ､ 660nm の 濁 度

を 測 定 す る こ と に よ り 調 べ た ｡

2.亜 硝 酸 の 定 量 及 び pHの 測 定

細 菌 の 増 殖 に と も な っ て 生 成 さ れ る 亜 硝 酸 及 び 硝 酸 逮

元 酵 素 に よ っ て 生 じ る 亜 硝 酸 の 定 量 は 第 5章 に 開 い た 方

法 に 準 拠 し ､ ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド で ジ ア ゾ 化 し ､ N- (1

-ナ フ テ ル ) エ チ レ ン ジ ア ミ ン ジ ヒ ド ロ ク ロ ラ イ ド を

カ ッ プ リ ン グ さ せ る こ と に よ っ て 生 じ る ア ゾ 色 素 を 540

nmで 比 色 定 量 す る こ と に よ っ て 行 な っ た o H な お ､ p

Hは 電 極 法 に よ り pH メ ー タ - (東 亜 電 波 ､ モ デ ル HM 5
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oAT) を 用 い て 行 な っ た ｡

3.洗 浄 菌 体 液 の 調 製

僕 試 菌 株 の 培 養 液 を 遠 沈 し て 得 た 菌 体 を 無 菌 的 に 0.1Nf

の リ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.2)で 二 度 洗 浄 し た ｡ つ ぎ に ､ 洗

浄 菌 体 が 菌 数 と し て 108 - 109/ m lと な る よ う に ､ 0.1

M リ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.2) で 希 釈 し ､ 洗 浄 菌 体 を 得 た ｡

4.硝 酸 還 元 酵 素 活 性 の 測 定

硝 酸 還 元 酵 素 活 性 の 測 定 は Greenbergら の 方 法 69)に 準

じ､ 0.05NH肖酸 ナ トリ ウ ム ､ 0.1M リ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.1)､

0.05M コ ハ ク 酸 ナ ト リ ウ ム に 洗 浄 菌 体 液 を 0.2m l加 え ､

反 応 液 の 全 量 を 2m lと し ､ 通 常 の 場 合 は 30℃ で 反 応 を

行 な わ せ た ｡ 反 応 時 間 は 食 塩 及 び pH の 影 響 を 見 る 場 合

は 30分 ､ 温 度 の 影 響 を 見 る 場 合 は 4時 間 ､ 糖 の 影 響 を 見

る 場 合 は 4 あ る い は 6時 間 ､ 有 機 酸 の 影 響 を 見 る 場 合 は

24時 間 と し た ｡ 一 定 時 間 経 過 後 ､ 1% ス ル フ ァ ニ ル ア ミ

ド / 20% 塩 酸 を 添 加 す る こ と に よ っ て 反 応 を 停 止 さ せ ､

生 成 し た 亜 硝 酸 を 測 定 し た ｡ な お ､ p Hの 影 響 を 見 る 際

は ､ 0.11Ⅰリ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.1)に 替 え ､ 0.1M リ ン 酸

緩 衝 液 及 び 0.1M McIIvaine後 衛 液 を 用 い ､ pH4.5-

7.5に 反 応 液 を 調 整 し た ｡ 有 機 酸 及 び 糖 の 影 響 を み る 際

は ､ McIIvaine緩 衝 液 中 の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を コ ハ
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ク 酸 ナ ト リ ウ ム に 替 え ､ 反 応 液 の 0.1% に な る よ う 各 有

機 酸 の ナ ト リ ウ ム 塩 及 び 糖 を 用 い た ｡ ま た ､ 4時 間 以 上

反 応 さ せ る 場 合 は 残 存 菌 ､ 汚 染 菌 の 増 殖 を 防 ぐ 目 的 か ら

50〃 g/ m lの テ ト ラ サ イ ク リ ン を 反 応 液 に 加 え た ｡

第 2節 結 果 及 び 考 察

1.亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 増 殖 及 び 亜 硝 酸 の 生 成 に 及 ぼ す

温 度 ､ 食 塩 の 影 響

亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 増 殖 に と も な う 亜 硝 酸 の 生 成 に 及 ぼ

す 温 度 の 影 響 に つ い て 検 討 を 加 え た 結 果 が Table 23で

あ る ｡ 24時 間 培 養 後 の 増 殖 濁 度 と 蓄 積 さ れ た 亜 硝 酸 濃

度 を 示 し た ｡ 低 温 細 菌 の 一 種 で あ る Ps.fluoI-eSC e n S

P-24､ p-40株 は 20- 30℃ で 最 も 増 殖 が 一活 発 で ､ 亜

硝 酸 の 生 成 も 10- 30℃ で 多 か っ た ｡ 40℃ で は ほ と ん ど

増 殖 が み ら れ ず ､ 亜 硝 酸 の 蓄 積 も 認 め ら れ な か っ た ｡

方 ､ Enlerobacter aerogenes E-2､ Ente,obac

teI- cloacae E -4､ K.pneum onl'ae E -8株 は

30- 40℃ で 最 も 増 殖 が 活 発 で ､ 亜 硝 酸 の 蓄 積 も 30-

40℃ で 多 か っ た ｡ 10℃ で は 増 殖 も 亜 硝 酸 の 蓄 積 も ほ と

ん ど み ら れ な か っ た ｡ こ の こ と は ､ 10℃ 以 下 の 低 温 域

で の 醗 酵 漬 物 に お い て は 亜 硝 酸 生 成 の 主 要 菌 が PSeU♂o

monas属 菌 と な り ､ 20oC 前 後 の 中 温 域 で の 醗 酵 漬 物 の

亜 硝 酸 生 成 の 主 要 菌 は pseudomonas属 菌 に 加 え て En l
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erobacter属 菌 や Klebsl'ella属 菌 と な る 可 能 性 の 高 い

こ と を 示 し て い る が ､ 実 際 の 低 塩 漬 物 に お い て も 低 温 か

ら 中 温 域 で 保 存 さ れ る 漬 物 に は pseudom o∩as属 や Ent

erobacteriaceaeに 属 す る 細 菌 が 出 現 し や す い 傾 向 が

認 め ら れ る 7 0 ) ｡

Table23 Effectsoftemperature onthe nit｢ite accumulation

bynitrite produclng bacteria

Growth(0.D.at660nm) Nitrite(NO 2-N/∠g/ml)

Strains 5 10 20 30 40℃ 5 10 20 30 40cc

Ps.f/uorescens P-24 0.02 0.06 0.27 0.21 0.02 0 25 645 482 0

Ps.i/uorescens p-40 0.04 0.06 0.27 0.30 0.02 0 22 398 469 0

E.aerogenes E-2 0.02 0.03 0.27 0.32 0.30 0 0 464 818 691

E.C/Oacae E-4 0.02 0.04 0.33 0.41 0.35 0 0586 1091 803

K.pneumonI'ae E-8 0.02 0.02 0.24 0.41 0.36 0 0571 994 1290

Growthandnitriteconcentrationweremeasuredafter24hofincubation

つ ぎ に ､ 醗 酵 漬 物 の 製 造 に 重 要 な 食 塩 の 影 響 に つ い て

調 べ た 結 果 が Table 24で あ る ｡ Ps.fluorescensP-2

4､ p-40株 の い ず れ の 菌 株 も 食 塩 の 存 在 し な い 条 件 下

で 増 殖 ､ 亜 硝 酸 の 生 成 と も 最 高 で ､ 4% 以 上 の 食 塩 が 存

在 す る と 増 殖 は 阻 害 さ れ 亜 硝 酸 も ほ と ん ど 生 成 さ れ な か っ

た ｡ Enlerobacter aerogen es E-2､ EnEeroba

cler cloacae E-4 及 び Il'_P neUmO nl'ae E-8株 は 食 塩 非 存

在 下 よ り も む し ろ 1- 2% の 食 塩 存 在 下 で 増 殖 及 び 亜 硝

酸 生 成 が 多 い 傾 向 が 認 め ら れ ､ 6% の 食 塩 存 在 下 で も 増
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殖 と 亜 硝 酸 生 成 が み ら れ た ｡ 一 般 の 漬 物 と 異 な :フ 2- 3

% 前 後 の 低 塩 下 で 製 造 さ れ る 醗 酵 漬 物 や 浅 漬 に 蔓 硝 酸 が

多 く認 め ら れ る 7 1)こ と と も 一 致 し て い る ｡

Table24 EffectsofNaClonthenitriteaccumu一ation

by nitriteproduclng bacteria

Growth(0.D.at660nm) Nitrite(NO2-N FLg/mJ)

Strains O 1 2 4 6 0 1 2 4 6NaCl%

Ps.i/uorescens P-24 0.20 0.16 0.07 0.01 0.00 463 181 15 0 0

Ps.f/uorescens P140 0.23 0.22 0.日 0.01 0.00 452 326 122 12 0

E.aerogenes E-2 0.26 0.25 0.24 0.08 0.04 734 795 769 389 92

E.C/Oacae E-4 0.35 0.35 0.37 0.23 0.05 846 982 980 656 74

K.pneumoniae E-8 0.33 0.35 0.35 0.28 0.05 786 823 859 622 12

Growthandnitriteconcentrationweremeasuredafter24hofincubationat30oC

2.硝 酸 還 元 酵 素 活 性 に 及 ぼ す 温 度 及 び 食 塩 濃 度 の 影 響

硝 酸 還 元 酵 素 自 体 の 活 性 に 及 ぼ す 温 度 の 影 響 に つ い て

調 べ た 結 果 を Fig. 26お よ び Fig. 27に 示 し た ｡ い ず

れ の 菌 株 に お い て も 温 度 が 上 昇 す る に 従 い 酵 素 活 性 は 急

激 に 高 く な る 傾 向 が 認 め ら れ た ｡ 食 塩 の 影 響 を 調 べ た 結

果 を Fig.28に 示 し た ｡ ps.fluoI･eSCe n S P-24､ p-4

0株 の い ず れ の 菌 株 も 食 塩 濃 度 が 高 ま る に つ れ 酵 素 活 性

は 急 激 に 低 下 し た ｡ 一 方 ､ Enlerobacler aero gen e

s E-2､ E nterobacler cloacae E-4及 び K.pneLl

monl'ae E-8株 の 酵 素 活 性 は Ps.lJLIDreSCe n S Pl24､
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p-40株 ほ ど 大 き な 食 塩 の 影 響 を 受 け な か っ た ｡ し た が っ

て ､ 硝 酸 還 元 活 性 に 及 ぼ す 食 塩 濃 度 の 影 響 は 増 殖 に と も

な う 亜 硝 酸 の 蓄 積 に 及 ぼ す 影 響 と ほ ぼ 同 様 な 傾 向 を 示 す

も の と 考 え ら れ た ｡
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Fig.26 E什ectsoftemperatureonthenitrate reductase

activityofbacteriaiso一atedfrom fermentedpickles

ReactionmixturecontainedO･05MNaN0,.0･05MNa-Succinate,

0.1M Phosphate buffer(pH7.1),ce‖suspensionand501∠g/ml

oftetracycHne.

Nitriteaccumu一ationwasmeasuredafterreactionfor4hr.

E-2:EnterobacteraerogenesE-2

E14:EnterobactercloacaeE-4

E-8:K/ebs/'e//apneumon/'aeE18
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Fig.27 Effectsoftemperatureonthenitratereductase

activityofbacteriaisolatedfrom fermentedpickles

ReactionmixturecontainedO･05MNaNO 3,0･05M Na-Succinate,

0･1MPhosphate buffer(pH7･1),ceHsuspensionand50月g/ml

oftetracyc=ne.

Nitriteaccumulationwasmeasuredafterreactionfor4hr.

p-24:Pseudomonas〃Uorescensp-24

Pl40:Pseudomonasf/uorescensp-40
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Fig.28 EffectsofNaClonthenitrate reductaseactivity

ofbacteriaisolatedfrom fermentedpickles

ReactionmixturecontainedO･05MNaN0,.0･05M Na-Succinate･

0.1MPhosphate buffer(pH7.1),ce=suspensionand50JjS/ml

oftetracycHne.

Nitriteaccumulationwasmeasuredafterreactionat30oCfor

30min.

p-24:Pseudomonasf/uorescensP-24

p-40:Pseudomonas〃Uorescensp-40

E12 :EnterobacteraerogenesE-2

E-4 :EnterobacterC/OacaeE-4

E-8 :K/ebsie//apneumon/'aeE-8
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3.硝 酸 還 元 酵 素 活 性 に お よ ぼ す pHの 影 響

醗 酵 漬 物 は 乳 酸 醗 酵 の 進 行 に と も な っ て pH が 低 下 し て

い くが ､ 一 般 的 に 醗 酵 開 始 時 は pH6.5前 後 で 醗 酵 が 進 み ､

最 も 好 ま し い 味 を 呈 す る よ う に な る の は pH4.0付 近 で あ

る こ と が 多 い ｡ 亜 硝 酸 生 成 細 菌 が 活 動 す る 時 期 は pH 5.0

付 近 に 低 下 す る ま で で ､ そ れ 以 降 は 死 滅 す る の が 通 常 の

経 過 で あ る ｡ そ こ で ､ そ の 間 に お け る 硝 酸 還 元 酵 素 活 性

に 及 ぼ す pH の 影 響 に つ い て 検 討 を 加 え ､ Fig. 29の 結

果 を 得 た ｡ ps.fluorescens P-24､ p-40株 の 場 合 は

実 験 の 範 囲 内 で は pHが 上 昇 す る に 従 い ､ 酵 素 活 性 も 高

ま る 傾 向 が み ら れ ､ pH7.5で は pH4.5の 場 合 の 酵 素 活 性

の ほ ぼ 2倍 に 達 し た ｡ 一 方 ､ Enterobacter aerogenes

E-2､ Enterobacter cloacae E-4お よ び K.pneum

o nl'ae E-8株 に お い て は ps.fluore s c e n s P-24､ p

-40株 の 場 合 ほ ど pH の 影 響 は 大 き く な か っ た が ､ pH が

上 昇 す る に 従 い ､ 酵 素 活 性 が 高 ま る 傾 向 は 同 様 で あ っ た ｡
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Fig.29 EffectsofpH onthe nitrate reductase activity

ofbacteriaisolatedfrom fermented pickレes

ReactionmixturecontainedO･05M NaNO 3,0105M Na-Succinate

bufferand ce‖suspension.

Nitriteaccumulationwasmeasuredafterreactionat30oCfor

30min.

p-24:Pseudomonasチ/uorescensP-24

p-40:Pseudomonasf/uorescensp-40

E-2 :EnterobacteraerogenesE-2

E-4 :EnterobacterC/OacaeEl4

E-8 :K/ebsI'e//apneumoniaeE-8
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4.硝 酸 還 元 酵 素 活 性 に 及 ぼ す 有 機 酸 及 び 糖 の 影 響

細 菌 の 硝 酸 還 元 に 関 し て は 特 に 大 腸 菌 を 用 い た 研 究 が

多 く ､ そ の 電 子 伝 達 系 は ギ 酸 か ら 硝 酸 還 元 酵 素 へ の 経 路

が 主 経 路 と報 告 さ れ て い る も の が 多 い 7 2 - 71 ) ｡ ま た ､ B･

stea,0therm ophl'1usで は リ ン ゴ 酸 か ら 硝 酸 還 元 酵 素

系 へ の 経 路 が 主 経 路 と さ れ て い る 75)｡ こ の よ う に ､ 細

菌 の 違 い に よ っ て ､ 電 子 伝 達 系 に 差 異 が あ る こ と が 一 般

的 に 知 ら れ て い る ｡

カ ブ の 醗 酵 漬 物 を 製 造 す る 際 の 有 機 酸 の 変 化 を み る と

醗 酵 初 期 に は カ ブ に 由 来 す る リ ン ゴ 酸 が 漬 け 液 に 多 く み

ら れ る が ､ 醗 酵 が 進 行 す る に し た が い 減 少 し ､ 乳 酸 や 酢

酸 が 増 加 す る 傾 向 が 認 め ら れ る 7 6'｡ ま た ､ こ れ ら の 有

機 酸 以 外 に も 少 量 で は あ る が ､ ギ 酸 ､ 酪 酸 ､ コ ハ ク 酸 が

存 在 し ､ そ れ ら の 量 の 変 動 も み ら れ る ｡ そ こ で ､ こ れ ら

の 有 機 酸 が 供 試 菌 の 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 の 賦 活 化 に 及 ぼ す

影 響 に つ い て 調 べ ､ そ の 結 果 を Table 25に 示 し た o

ps.fluo, escens P-24､ p-40株 の 場 合 は 特 に 乳 酸 ､

リ ン ゴ 酸 に 賦 活 作 用 が み ら れ た ｡ 一 方 ､ Enterobacter

ae, o ge nes E-4株 は ギ 酸 ､ 乳 酸 ､ リ ン ゴ 酸 ､ フ マ ~

ル 酸 ､ コ ハ ク 酸 が ､ E nterobacter cloacae E-4

株 で は 酢 酸 ､ リ ン ゴ 酸 ､ フ マ ー ル 酸 ､ コ ハ ク 酸 ､ 乳 酸 が ､

K.pneumonl･ae E-8株 で は リ ン ゴ 酸 ､ フ マ ー ル 酸 ､ コ

ハ ク 酸 が 比 較 的 強 い 賦 活 作 用 を 示 し た ｡ し た が っ て ､ カ

ブ な ど の 原 料 野 菜 に 含 ま れ て い る リ ン ゴ 酸 は 亜 硝 酸 の 生
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成 に 一 部 寄 与 し て い る も の と 考 え ら れ る ｡ ま た ､ 乳 酸 も

亜 硝 酸 の 生 成 を 促 進 す る こ と を 考 慮 す る と ､ 醗 酵 初 期 に

生 産 さ れ る 少 量 の 乳 酸 は 亜 硝 酸 の 生 成 を 促 す が ､ 生 産 量

が 増 加 す る に つ れ ､ 逆 に 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 増 殖 を 抑 制 し ､

死 滅 を 促 進 す る も の と 考 え ら れ る ｡

Table25 Effectsofvariousorganicacidsonthenitrate

reductaseactivity

NO 2-N FLg/mI/day

Organic acids P-24 p-40 E-2 E-4 E-8

Formicacid

Propionicacid

Aceticacid

Fumaricacid

Succinicacid

Malicacid

Citricacid

Tartaricacid

Lacticacid

0.09

0.14

0.ll

0.53

0.36

0.78

0.05

0.04

1.80

0.10 2.88

0.32 0.04

0.20 0

0.19 2.40

0.24 2.26

1.37 2.53

0.03 0.01

0.01 0

0.75 2.62

0 0

0.04 0.11

2.89 1.66

2.73 2.85

2.73 3.00

2.79 2.41

0 0

0 0

2.67 1.ll

ReactionmixturecontainedO･1%ofacid-Nasalt,0･05MNaNO 3,

0･1Mphosphate bu什er(pH7.1),ceHsuspensionand50jjg/mlof

tetracyc=ne.Nitriteaccumulationwasmeasuredafterreaction
at20oCfor24hrs.

p-24:Ps.チ/uorescensP-24 p-40:Ps.チ/uorescensp-40

E-2:Ent.aerogenesE-2 E-4:Ent.C/OacaeE-4

E-8:K.pneumon/'aeEl8
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つ ぎ に 糖 の 影 響 に つ い て 検 討 を 加 え た 結 果 を Table 26に

示 し た ｡ ps.fluorescens P124､ p-40株 の 場 合 は 果

糖 が や や 亜 硝 酸 の 生 成 を 促 進 す る 傾 向 が 認 め ら れ た が ､

他 の 糖 と 比 較 し て そ れ ほ ど 差 は み ら れ な か っ た ｡ 一 方 ､

EnEel-0bacter aerogenes E-2､ Enterobacter

cloacae E-4､ K.pneumonlae E-8株 の 場 合 は ブ ド

ウ 糖 に 顕 著 な 賦 活 作 用 が み ら れ た ｡ 野 菜 に は ブ ド ウ 糖 や

果 糖 が 多 い こ と か ら ､ 亜 硝 酸 の 生 成 に 関 し て は 糖 の 影 響

も 考 え ら れ ､ 特 に ､ Enterobacter属 菌 ､ Klebsl'ella

属 菌 の 硝 酸 還 元 酵 素 へ の 寄 与 が 高 い も の と 考 え ら れ た ｡
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Table 26 Effectsofvarioussugarsonthenitrate reductase activity

NO 2-N〟g/ml/day

Suga｢s P-24★ p-40★ E-2★ ★ E-4★★ E-8★★

G山cose

Fructose

Sucrose

Xylose

Maltose

0.25 0.56 13.11 32.57 31.51

0.74 0.93 4.02 7.91 19.01

0.20 0.69 0.44 3.54 0.80

0.18 0.50 0.07 0.22 0.59

0.22 0.40 1.44 1.69 0.68

★:Measuredafter6hrs ★★:MeasuredaRer4hr.

Reactionmixturecontained0.1%ofacid-Nasalt,0.05MNaNO 3,

0.1Mphosphatebuffer(pH7.1),ce=suspensionand50FLg/mlof

tetracycHne.Nitriteaccumulationwasmeasuredafterreaction
at20℃for24hrs.

p-24:Ps.fluorescensP-24 p-40:Ps.f/uorescensp-40

E-2:Ent.aerogenesE-2 E- 4:Ent.C/OacaeE-4

E-8:K.pneumon/raeE-8

第 3節 要 約

醗 酵 漬 物 か ら 分 維 し た 亜 硝 酸 生 成 細 菌 を 対 象 に ､ 亜 硝

酸 の 蓄 積 及 び 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 に 及 ぼ す 製 造 環 境 要 因 の

影 響 に つ い て 調 べ た ｡

(1) pseudomonas属 菌 は 20- 30℃ で 最 も 増 殖 が 活

発 で ､ 亜 硝 酸 の 蓄 積 も 10- 30℃ で 多 か っ た ｡ Enlerob

acEer属 菌 ､ KlebslelJa属 菌 は 30- 40℃ で 最 も 増 殖
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が 活 発 で ､ 亜 硝 酸 の 蓄 積 も 30- 40℃ で 多 か っ た ｡

(2) pseudomonas属 菌 は 食 塩 の 存 在 し な い 条 件 下

で 増 殖 ､ 亜 硝 酸 の 蓄 積 と も 多 く ､ 食 塩 濃 度 が 4% 以 上 あ

る と 増 殖 は 阻 害 さ れ ､ 亜 硝 酸 も ほ と ん ど 蓄 積 さ れ な か っ

た ｡ Enterobacter属 菌 ､ Klebsl'ella属 菌 は 食 塩 濃 度

6% で も 菌 の 増 殖 と 亜 硝 酸 の 蓄 積 が み ら れ ､ 1- 2% の 食

塩 存 在 下 で 最 も 多 か っ た ｡

(3) 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 は Pseudomonas属 菌 で は 食

塩 濃 度 が 高 ま る に つ れ 急 激 に 低 下 し た が ､ Enterobact

er属 菌 や Klebslella属 菌 で は そ れ ほ ど 大 き な 低 下 は み

ら れ な か っ た ｡

(4) 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 に 対 し ､ 有 機 酸 の な か で は リ ン

ゴ 酸 や 乳 酸 が 比 較 的 強 い 賦 活 作 用 を 示 し た ｡ し た が っ

て ､ 原 料 野 菜 に 含 ま れ て い る リ ン ゴ 酸 は 亜 硝 酸 の 生 成 に

一 部 寄 与 し て い る も の と 考 え ら れ た ｡

(5) 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 に 対 す る 糖 の 影 響 を み た と こ

ろ ､ Pseudomonas属 菌 で は ､ 果 糖 が 活 性 を 促 進 す る 傾

向 が 認 め ら れ ､ Enterobacter属 菌 ､ Klebsl'ella属 菌

で は ブ ド ウ 糖 や 果 糖 に 顕 著 な 賦 活 作 用 が 認 め ら れ た ｡
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第 8章

温 和 加 熱 を 利 用 し た 漬 物 の 醗 酵 制 御

前 章 ま で に お い て ､ 過 度 の 亜 硝 酸 の 生 成 に よ っ て ､ 醗

酵 漬 物 が 正 常 に 醗 酵 し な い 例 を 兄 い だ し ､ そ の 理 由 は 亜

硝 酸 生 成 細 菌 の 異 常 な 増 殖 に も と づ く こ と を 明 ら か に す

る と と も に ､ 亜 硝 酸 と 漬 物 の 醗 酵 と の 関 係 に つ い て 検 討

を 加 え た ｡ そ の 結 果 ､ 醗 酵 漬 物 の 義サJ
I..V追製

異 常 な 生 成 を 抑 制 し ､ 安 定 的 な 醗 酵
.
を

い て 亜 硝 酸 の

進 行 さ せ る に は 亜

硝 酸 生 成 細 菌 を 多 く 含 む グ ラ ム 陰 性 細 菌 を 醗 酵 初 期 の 段

階 に お い て 効 果 的 に 抑 制 す る こ と が 重 要 で あ る こ と が 明

ら か と な っ た ｡ そ こ で ､ 以 後 の 研 究 で は 有 効 な 微 生 物 制

御 技 術 に つ い て 検 討 を 行 な う こ と と し た ｡

長 野 県 木 曾 御 岳 山 麓 で 作 ら れ て い る ｢す ん き 漬 ｣ は 食

塩 を 全 く 使 わ な い 無 塩 の 醗 酵 漬 物 と し て 知 ら れ て お り ､

原 料 野 菜 の 王 滝 蕪 を 湯 に 一 定 時 間 浸 潰 し た 後 漬 け こ み ､

乳 酸 醗 酵 を 行 な わ せ る の が 特 徴 で あ る 7 7)｡ 同 様 に ､ 中

国 北 京 地 方 で 作 ら れ て い る 無 塩 漬 物 の 酸 菜 も 湯 に 浸 漬 し

た 後 ､ 醗 酵 さ せ て 作 ら れ て い る 7 8 ) ｡ 湯 に 浸 潰 す る こ と

は 原 料 野 菜 に 付 着 し て い る 昆 虫 類 の 除 去 や 野 菜 を あ る 程

度 柔 ら か く し ､ 漬 け こ み や す く す る た め と 言 わ れ て い

る ｡ し か し な が ら ､ そ の よ う な 効 果 の 他 に ､ 乳 酸 醗 酵 を

正 常 に 進 行 さ せ る た め に 亜 硝 酸 生 成 細 菌 な ど の 有 害 菌 を

減 少 さ せ ､ 乳 酸 菌 が 活 動 し や す い 環 境 を 作 り 出 し て い る
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と も 考 え ら れ る ｡

Hurstら は Staphylococcus aureusが 52℃ の 温 和

な 加 熱 処 理 に よ り 食 塩 耐 性 が 低 下 す る こ と を 報 告 し 7 9

)､ 土 戸 ら は Candl'da utl'11'Sの 加 熱 損 傷 に 対 す る 薬 剤

併 用 効 果 に つ い て 検 討 を 加 え ､ 温 和 加 熱 処 理 に よ り 細 胞

膜 の 損 傷 や RNAの 分 解 が 生 じ ､ ソ ル ビ ン 酸 に 対 す る 感 受

性 が 増 大 す る こ と を 報 告 し て い る 8 0 ･8 1' ｡

こ の よ う な 温 和 加 熱 処 理 に よ る 細 菌 - の 影 響 は す ん き

演 の 製 造 に お い て も 有 り う る こ と か ら ､ そ れ を 醗 酵 に 利

用 し て い た こ と が 推 測 さ れ る ｡ そ こ で ､ 原 料 野 菜 の 温 和

加 熱 処 理 が 野 菜 付 着 細 菌 及 び 醗 酵 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て

検 討 を 加 え る と と も に 温 和 加 熱 処 理 が 醗 酵 漬 物 に お け る

微 生 物 制 御 に 利 用 で き る か ど う か に つ い て 検 討 を 加 え

た ｡

第 1節 方 法

1.供 試 菌 株

供 試 菌 株 は ､ 漬 物 原 料 野 菜 及 び 醗 酵 漬 物 よ り 当 研 究 室

に お い て 分 維 同 定 し た 保 存 株 (pseudomonas Fluore

sce ns p-24､ FlavobacleriLlm SP.F-4 ､ Entero

bacter aerogenes E･2､ '̂lebsle日 a pn e Llm 0 n l

ae E -8､ A,[1'crococcLIS ～,arI●ani N･ト 4､ IJeUC0n0S

toc mesenterolde s L-11､Enlerococcus faeca
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Ills M L-8､ Enterococcus fae cJ'um M L-12､ Ped

l･oco ccus penlosaceus M L-4､ I,actobac1111us

plantarum L-4) で 醗 酵 漬 物 を 製 造 す る 際 に 出 現 す る

細 菌 の う ち 主 要 な も の を 用 い た ｡ 前 培 養 は 培 地 と し て 次

の 組 成 の も の (ト リ プ チ ケ ー ス ペ プ ト ン 5g､ 酵 母 エ キ ス

2.5g､ ブ ド ウ 糖 1g/ 11､ pH6.4) を 用 い 行 な っ た

2.生 菌 数 の 測 定

一 般 的 に 生 菌 数 を 測 定 す る 際 は 標 準 寒 天 培 地 (栄 研 化

学 ) を 用 い ､ 常 法 に よ り 混 釈 培 養 法 で 行 な っ た ｡ 選 択 計

数 を 行 な う 必 要 が あ る 際 は ､ グ ラ ム 陽 性 細 菌 に 関 し て

は ､ pEÅ 培 地 (BBL) ､ グ ラ ム 陰 性 細 菌 は CV T寒 天 培

地 (冒 水 ) を 用 い ､ 塗 抹 法 に よ り 30℃ ､ 48時 間 培 養

後 ､ 計 数 し た ｡ な お ､ 加 熱 損 傷 菌 の 回 復 増 殖 に 対 す る 食

塩 の 影 響 を み る 際 は ､ 目 的 濃 度 の 食 塩 を 加 え た 標 準 寒 天

培 地 を 用 い て 計 数 し ､ 対 照 の も の と 比 較 し た ｡

3.菌 体 外 漏 洩 物 質

温 和 加 熱 処 理 (45- 55℃ ) に よ る 菌 体 細 胞 内 成 分 の

漏 洩 物 質 の 測 定 は 次 の 方 法 に よ り 行 な っ た ｡ 洗 浄 菌 体 の

濃 度 が 約 0.1mg/m lと な る よ う リ ン 酸 緩 衝 液 (pH

6.8)に 懸濁 さ せ た 試 料 を 温 和 加 熱 処 理 し ､ 一 定 時 間 ご

と に 遠 心 管 に 採 取 し ､ 3000rpm ､ 10分 間 遠 心 分 粧 後 ､
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そ の 上 澄 液 を 無 菌 液 過 し ､ そ の 涼 液 に つ い て 260 nm

吸 収 物 質 ､ オ ル シ ノ ー ル 法 に よ る RNA様 物 質 8 2)､ フ ェ

ノ ー ル 硫 酸 法 8 3)に よ る 仝 糖 の 測 定 を 行 な っ た ｡

4.亜 硝 酸 の 定 量

調 製 し た 醗 酵 漬 物 に お い て 細 菌 の 増 殖 に と も な っ て 生

成 さ れ.る 亜 硝 酸 の 定 量 は 第 5章 に 準 拠 し ､ ス ル フ ァ ニ ル

ア ミ ド で ジ ア ゾ 化 し ､ N-(1-ナ フ テ ル ) エ チ レ ン ジ ア ミ

ン ･ ジ ヒ ド ロ ク ロ ラ イ ド を カ ッ プ リ ン グ さ せ る こ と に

ょ っ て 生 じ る ア ゾ 色 素 を 540nmで 比 色 定 量 す る こ と に

よ っ て 行 な っ た ｡

第 2節 結 果 及 び 考 察

1.野 菜 付 着 菌 の 死 滅 に 及 ぼ す 温 和 加 熱 の 影 響

カ ブ を 細 刻 し た も の を 試 料 と し ､ 一 定 時 間 ､ 温 和 加 熱

処 理 (45､ 50､ 55℃ ) を 行 な っ た 場 合 の 残 存 菌 数 の 変

化 を 調 べ た も の が Fig.30で あ る ｡ グ ラ ム 陽 性 細 菌 は 加

熱 30分 経 過 後 に お い て 45℃ で は ほ と ん ど 死 滅 せ ず ､ 50

℃ で は 約 1/10に ､ 55℃ で は 1/10000に 生 菌 数 が 減 少

し た ｡ し か し ､ 10分 間 の 加 熱 で は 50℃ で は ほ と ん ど 変

化 が な く ､ 55℃ に お い て も 1オ ー ダ ー 低 下 し た に 過 ぎ な

か っ た ｡ 一 方 ､ グ ラ ム 陰 性 細 菌 は 45℃ の 加 熱 で も 徐 々
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に 死 滅 し ､ 30分 経 過 後 は 約 1/10に 減 少 し た ｡ 50℃ で

は さ ら に 死 滅 は 促 進 さ れ ､ 20分 後 で 約 1/100､ 30分 後

で は 約 1/1000ま で 減 少 し た ｡ ま た ､ 55℃ で は 10分 間

の 加 熱 で ほ と ん ど の も の が 死 滅 し た ｡ し た が っ て ､ 漬 物

原 料 野 菜 を 温 湯 に 浸 潰 す る こ と は 亜 硝 酸 生 成 用 菌 を 多 く

含 む グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 減 少 を は か る と と も に 乳 酸 菌 が 増

殖 し や す い 状 態 に して い る も の と 推 察 さ れ た ○

6

4

2

0

(
I
∈
＼
nIU
.6
0
一
)
Slun
O
3
二a
U
一e
^
!N
n

S

6

4

2

0

(
l∈

＼n-U
P60

7)S
l
u

nO
U
ニa
D
It2̂
!

N
nS 0 Heatingtime(min)

6

4

2

0

(
l∈
＼

nlU
.6

0-)s
I

U
n
O
3

ニa
U
一tZ

!̂NnS

Fig･30 Effectsofvariousheatingtemperatures

ontheviabHityofbacteriaonturmps

TheturnIPSWereheatedinsterHevvaterandeachbacte｢iawere

enumeratedonthePEAandCVTmed山m.

0:Gram positives ● :Gram negatives

-117-



第8章

2.漬 物 由 来 細 菌 の 死 滅 に 及 ぼ す 温 和 加 熱 の 影 響

野 菜 付 着 細 菌 の う ち ､ グ ラ ム 陰 性 細 菌 が グ ラ ム 陽 性 細

菌 よ り も 温 和 加 熱 処 理 に よ っ て 死 滅 し や す い こ と が 明 ら

か と な っ た の で ､ つ ぎ に 漬 物 由 来 細 菌 の 死 滅 に 対 す る 堤

和 加 熱 処 理 の 影 響 に つ い て 調 べ た 結 果 を T able 27に 示

し た ｡ 45℃ ､ 15分 間 の 加 熱 で は ps.fluorescen sが

1/100に 減 少 し た が ､ そ れ 以 外 の 細 菌 は ほ と ん ど 変 わ

ら な か っ た ｡ 50oC ､ 15分 間 の 加 熱 の 場 合 は ps.flLL0re

scensの 死 滅 が 著 し く ､ 残 存 菌 数 は 30/ m l以 下 と な っ

た ｡ ま た ､ そ れ 以 外 の グ ラ ム 陰 性 細 菌 も 1/100か ら 1/

1000に 減 少 し た が ､ グ ラ ム 陽 性 細 菌 は 1/10に 減 少 し

た に と ど ま っ た ｡

Table 27 Thermaldeathofvariousbacteria aftermoderate

heattreatment

Viabレe ce‖counts(cfu/ml)

Strain Unheated 45℃ 50℃

Ps.f/uorescens P-24

F/avobacterI'umsD. F-4

Ent.aerooenes E-2

K/.DneUmOnI'ae E-8

MI'C.var/'ans M-4

Leuc.mesentero/'des L-1l

Str.faeca//'s ML-8

Str.faec/'um ML-i2

Ped.DentOSaCeUS ML-4

Lact.D/antarum L-4

4.8×105 2.7×103 <30

6.3×105 4.7×105 2.1×102

6.2×105 6.0×105 5.1×103

5.4×105 5.4×105 2.0×102

1.2×105 1.2×105 1.1×104

8.1×105 8.0×105 5.4×103

5.8×105 5.6×105 8.4×104

5.3×105 5.3×105 7.2×104

5.0×105 5.1×105 6.5×104

5.1×105 5.2×105 4.8×104

CeHsgrown innutrientbrothwerewashed,resuspendedandheated in

phosphatebuffer(pH6.8)for15min.

ー118-



3.温 和 加 熱 処 理 に よ る 細 胞 成 分 の 漏 洩

第8章

50℃ の 温 和 加 熱 に よ っ て 細 菌 細 胞 の 死 滅 が 起 こ り ､ そ

れ は 特 に グ ラ ム 陰 性 細 菌 で 顕 著 で あ っ た が ､ 細 胞 の 死 滅

と並 行 し て 細 砲 内 成 分 の 漏 洩 が 起 こ っ て い る こ と が 予 想

さ れ る ｡ そ こ で ､ 45､ 50℃ で 30分 間 加 熱 処 理 し た 菌 体

か ら 漏 洩 し て く る 物 質 量 を 測 定 し そ の 結 果 を T able 28

に 示 し た ｡

Table28 Leakageof260nm absorbingmaterials,Orcjnolreactive

materialsandcarbohydratefrom heatedceIls

260nmabsorbing O｢cinolpositive Carbohyd｢ate
materials materials

Strain 45℃ 50℃ 45℃ 50℃ 45℃ 50oC

Ps.i/uorescens

F/avobacter/rum sp.

Ent.aerogenes

K/.pneumon/'ae

M/'C.var/Bans

Leuc.mesentero/'des

Str.faeca//'s

Str.faecium

Ped.pentosaceus

Lact.p/antarum

p-24 0.56 0.58 15.8 15.3 14.0 12.3

ド-4 1.09 1.17 23.0 23.5 25.4 30.0

E-2 0.27 0.42 2.8 5.9 6.5 14.6

E-8 0.41 0.41 3.1 3.4 3.2 6.2

M-4 0.04 0.05 0.0 0.0 0.0 0.0

L-11 0.02 0.02 0.0 0.0 3.4 3.4

ML-8 0.03 0.03 0.0 0.0 3.0 2.2

ML-12 0.04 0.04 0.0 0.0 3.5 3.4

ML-4 0.05 0.07 0.0 0.0 5.0 6.2

L-4 0.06 0.08 0.0 0.0 5.0 6.2

CeHsgrowninnutrientbrothwerewashed,resuspendedandheated

inphosphate buffer(pH6.8)for30min1

260nmabsこ,･̀bing mate｢ials:OD at260nm

O｢cinolreactionposi什vemate｢ials:asRNAノJg/ml

Carbohydrate:asglucosejig/mI
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グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 場 合 は 45℃ の 加 熱 処 理 で 細 施 内 成 分

の 漏 洩 が 認 め ら れ る こ と か ら ､ 45℃ と い う 比 較 的 温 和

な 加 熱 処 理 に よ っ て も 細 胞 膜 の 損 傷 や RNAの 分 解 が 起

こ っ て い る こ と が 考 え ら れ る ｡ な お ､ 50℃ の 加 熱 処 理

に よ っ て も 漏 洩 量 は あ ま り 増 加 が み ら れ ず ､ 45℃ の 場

合 と あ ま り 変 わ り が な か っ た ｡ FIBvobacteI･1'um sp.､

Enterobactell aerOgeneS､ Kl.pneumon llaeは 4

5℃ の 加 熱 処 理 で は 死 滅 は あ ま り認 め ら れ な か っ た が ､

細 胞 内 成 分 の 漏 洩 が 起 き て い る こ と か ら ､ 死 滅 に い た る

ほ ど の 損 傷 は 与 え て い な い ま で も ､ 温 和 な 加 熱 処 理 に お

い て も 細 胞 膜 の 損 傷 及 び RNAの 分 解 が 生 じ て い る こ と が

推 定 さ れ る ｡

一 方 ､ 乳 酸 菌 を 含 む グ ラ ム 陽 性 細 菌 は 260n:Tl吸 収 物

質 ､ RNA様 物 質 と も に ほ と ん ど 漏 洩 が 認 め ら れ ず 45､

50℃ で 短 時 間 の 加 熱 処 理 で は 細 胞 膜 に 対 し て あ ま り 損

傷 を 与 え て い な い も の と 考 え ら れ る ｡

つ ぎ に ､ 細 胞 内 成 分 の 漏 洩 が 加 熱 時 問 の 経 過 と と も に

ど の よ う に 変 化 す る か を み る た め に ､ 50℃ の 温 和 加 熱

処 理 を 行 な っ た 場 合 に つ い て 検 討 を 加 え ､ そ の 結 果 を グ

ラ ム 陰 性 細 菌 に つ い て は Fig. 31に ､ 乳 酸 菌 に つ い て は

Fig. 32に 示 し た ｡ グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 場 合 は 加 熱 後 ､ 急

速 に 細 胞 内 成 分 の 漏 洩 が 始 ま り ､ 時 間 が 経 過 す る に つ れ

漏 洩 量 は さ ら に 増 大 し た ｡ 乳 酸 菌 の 場 合 は 加 熱 時 間 を 長

く す る と 漏 洩 が 認 め ら れ る よ う に な っ た が ､ そ の 量 は わ

ず か で あ っ た ｡ し た が っ て ､ 細 胞 内 成 分 の 漏 洩 は 比 較 的
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短 時 間 の う ち に 生 じ る こ と か ら 原 料 野 菜 を 湯 に 浸 潰 す る

場 合 に お い て も 付 着 細 菌 に 対 し て 加 熱 損 傷 を 与 え て い る

こ と が 推 察 さ れ る ｡
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Fig.32 Leakage of260nm absorbing materialsand orcinol

reactive materialsfrom heated suspensionce=sof

variousGram-positive bacteria in phosphate buffer

(pH6.8)at50℃●:260nm absorbing materia一s

O:orcinolreaction posi廿ve materia一s(asRNA)

A :LeurTOnOStOCmeSenterOides L-11

B :Enter.ococcusfaeca//'sML18

C :Ped/'ococcuspentosaceusML4

D :Lactobac/I//usp/antarum L-4
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4.温 和 加 熱 殺 菌 に よ る 食 塩 耐 性 の 低 下

漬 物 由 来 細 菌 の 食 塩 耐 性 が 温 和 加 熱 に よ っ て ど の 程 度

影 響 を 受 け る の か を 検 討 し た も の が Fig. 33で あ る ｡
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Fig.33 LossofNaCltoleranceofceHsofvarious

strainsheatedat450c

ce一lsweregrowninnutrientbroth,washed,resuspended

andheated inster‖ewater.Sampleswere removed

periodicallvand platedonPCA media containing 0,2,3,4%
ofNaCI.

0:NaClfree ● :2% NaCl

□:3% NaCl ■:4% NaCI

A :MI'crococcus/uteusM-3

B :Lc:C.fcbaci//usp/antarum L-4

C :EnleroDacteraerOgeneSE-2

D :K/ebs/'e//apneumon/'ae E-8
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JVl'C.1uteus及 び Lact.plantarum は 4 5℃ で 30分 間

処 理 し て も 4% 食 塩 培 地 に お い て コ ロ ニ ー 形 成 能 は わ ず

か な 減 少 に と ど ま っ て お り ､ 温 和 加 熱 処 理 に よ っ て 食 塩

耐 性 の 低 下 は あ ま り 認 め ら れ な か っ た ｡ し か し ､ Enl.

aerogen es 及 び Kl.pneum on l'aeの 場 合 は 30分 間 の

加 熱 処 理 後 に お い て は 食 塩 が 無 添 加 の 培 地 で は 損 傷 菌 の

回 復 が み ら れ ､ コ ロ ニ ー 形 成 能 に あ ま り 変 化 が な か っ た

が ､ 食 塩 が 添 加 さ れ て い る 培 地 に お い て は コ ロ ニ ー 形 成

能 は 低 下 し ､ そ れ は 食 塩 濃 度 が 高 ま る に つ れ 顕 著 で あ っ

た ｡ 特 に ､ Kl.pneumonl'aeは 40/o食 塩 加 培 地 に お い て

30分 間 の 加 熱 処 理 で コ ロ ニ ー の 形 成 は 1/100 に 低 下 し

て い る こ と か ら 温 和 加 熱 処 理 に よ っ て 食 塩 耐 性 は 低 下 す

る も の と 考 え ら れ る ｡

5.温 和 加 熱 処 理 し た カ ブ の 醗 酵 初 期 に お け る 微 生 物 及

び 亜 硝 酸 濃 度 の 変 化

温 和 加 熱 処 理 (50℃ ､ 20分 間 ) が 実 際 の 漬 物 の 醗 酵

に 及 ぼ す 影 響 を 知 る 目 的 か ら ､ 試 験 を 行 な い ､ そ の 醗 酵

初 期 に お け る 細 菌 数 及 び 亜 硝 酸 濃 度 の 変 化 に つ い て 調 べ

た も の が Fig.34で あ る ｡ 対 照 は グ ラ ム 陰 性 細 菌 が 多 く

1日 目 で 108/m l近 く ま で 増 加 し ､ 亜 硝 酸 濃 度 も 48〃 g/

m lに 達 し た ｡ 温 和 加 熱 処 理 を 行 な っ た 場 合 は ､ 対 照 の も

の と 比 較 し ､ グ ラ ム 陰 性 細 菌 数 は 105 / m lか ら 102 / m

l､ グ ラ ム 陽 性 細 菌 数 は 10｣ / m tか ら 103 / m lに 低 下
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し ､ 温 和 加 熱 処 理 が グ ラ ム 陰 性 細 菌 を 減 少 さ せ る の に 効

果 的 で あ る こ と を 示 し た ｡ つ ぎ に 生 菌 数 の 変 化 を み る と

初 発 菌 数 の 低 下 に と も な い 生 菌 数 及 び 亜 硝 酸 の 増 加 は 遅

延 し ､ 生 菌 数 が 108/m l近 く ま で 増 加 し た の は 3 日 冒 と

な り ､ 亜 硝 酸 の 生 成 量 は 5〃 g/m lに と ど ま っ た ｡ し た

が っ て ､ 温 和 加 熱 処 理 は 原 料 野 菜 に 付 着 し て い る 細 菌 の

う ち ､ 特 に グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 減 少 に 対 し て 効 果 が あ り ､

同 時 に そ の 後 の 醗 酵 に お い て 亜 硝 酸 の 生 成 量 が 少 な く な

る こ と が 明 ら か と な っ た ｡
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Fig･34 Chagesofbacteriaand nitrite ofpicklingturnlPS

treatedwithmHdheating(50oC) duringfermentation
at20oC
O:Gram-positive bacteria, contro一●:Gram-positive bacteria, heated

ロ:Gram-negative bacteria, contro一■:Gram-negative bacteria, healed

△ :Nitrite,control

▲ :Nitrite,heated
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第 3節 要 約

醗 酵 漬 物 の 製 造 の 際 に 原 料 野 菜 を 湯 に 一 定 時 間 浸 漬 す

る 例 が ､ ｢す ん き 潰 ｣ や 中 国 の ｢酸 菜 ｣ に み ら れ る が ､

そ れ は 亜 硝 酸 生 成 細 菌 を 多 く含 む グ ラ ム 陰 性 細 菌 を 抑 制

す る こ と に よ り ､ 乳 酸 菌 の 生 育 を 進 行 さ せ て い る も の と

推 測 し た ｡ し た が っ て ､ こ の こ と を 解 明 す る こ と が 醗 酵

漬 物 の 製 造 を 制 御 す る 上 で 有 効 と 考 え ､ そ の 意 義 を 知 る

目 的 か ら 醗 酵 漬 物 か ら 分 離 し た 細 菌 を 対 象 に ､ 50 ℃ 近

辺 の 温 和 加 熱 処 理 が 細 菌 の 死 滅 ､ 細 胞 内 成 分 の 漏 洩 及 び

漬 物 の 醗 酵 に お け る 亜 硝 酸 の 蓄 積 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て

調 べ ､ 新 た に ､ つ ぎ の 結 果 を 得 る こ と が で き た ｡

(1) 原 料 野 菜 を 50℃ で 温 和 加 熱 処 理 し た と こ ろ グ ラ

ム 陽 性 細 菌 と 比 較 し て グ ラ ム 陰 性 細 菌 は 死 滅 し や す い 傾

向 が 認 め ら れ た ｡

(2) 醗 酵 漬 物 由 来 細 菌 を 対 象 に 温 和 加 熱 処 理 を 行 な っ

た と こ ろ ､ グ ラ ム 陰 性 細 菌 の な か で も p seudom onas

fluo rescens が 特 に 感 受 性 が 高 く ､ 4 5℃ ､ i5分 の 加

熱 処 理 で 1/100に 減 少 し た ｡

(3) グ ラ ム 陰 性 細 菌 は 45℃ の 温 和 加 熱 処 理 で 細 胞 内

成 分 の 漏 洩 が 認 め ら れ ､ 細 胞 膜 の 損 傷 や RNÅ の 分 解 が 起

こ っ て い る こ と が 推 定 さ れ た ｡ し か し ､ グ ラ ム 陽 性 細 菌

か ら の 漏 洩 は わ ず か で あ っ た ｡

(4) 温 和 加 熱 処 理 に よ っ て グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 食 塩 耐 性

は 低 下 し た ｡
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(5) 温 和 加 熱 処 理 は 原 料 野 菜 に 付 着 し て い る グ ラ ム 陰

性 細 菌 の 減 少 に 対 し て ､ 効 果 が あ り ､ そ の 後 の 醗 酵 に お

い て 亜 硝 酸 の 蓄 積 量 は 少 な か っ た ｡

(6) 以 上 の 結 果 か ら ､ 醗 酵 漬 物 を 製 造 す る 際 は ､ 50

℃ 前 後 で 短 時 間 ､ 温 和 加 熱 処 理 す る 方 法 が 亜 硝 酸 生 成 細

菌 を 多 く 含 む グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 生 育 を 抑 制 し ､ 乳 酸 菌 が

増 殖 し や す い 環 境 を 作 る 上 で 有 効 な 方 法 で あ る こ と を 明

ら か に し た ｡
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