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第 1章

緒 論

第1章

近 年 に お け る 我 が 国 で の 漬 物 生 産 量 の 傾 向 を み る と ､

消 費 者 の 健 康 志 向 ､ 高 鮮 度 食 品 志 向 を 反 映 し た も の と な っ

て い る ｡ す な わ ち ､ 味 噌 漬 な ど 食 塩 濃 度 の 高 い 漬 物 の 生

産 量 は 変 化 が 無 い か あ る い は 減 少 す る 傾 向 が 認 め ら れ る

が ､ 浅 漬 に 代 表 さ れ る 低 塩 で 原 料 野 菜 の 風 味 を 生 か し た

漬 物 の 生 産 量 は 急 速 に 増 加 し て お り ､ 仝 漬 物 生 産 量 の 約

1/3を 占 め る に 至 っ て い る 日 ｡ ま た ､ 漬 物 の 付 加 価 値 を

高 め る 目 的 か ら 自 然 の 風 味 を 生 か そ う と す る 傾 向 が み ら

れ ､ 漬 物 の 調 味 液 に 醗 酵 成 分 を 添 加 し た も の も 増 加 し て

い る ｡ こ の よ う な 背 景 の も と で ､ 醗 酵 漬 物 に 対 す る 関 心

は 以 前 に も 増 し て 高 ま っ て お り ､ 品 質 の 良 い 醗 酵 漬 物 を

安 定 的 に 製 造 す る 技 術 の 確 立 が 望 ま れ て い る ｡

醗 酵 漬 物 は 世 界 各 地 に あ り ､ そ れ ぞ れ の 地 域 の 特 性 に

合 わ せ た 製 造 法 に よ り 作 ら れ て い る ｡ 醗 酵 漬 物 の 製 造 に

関 与 し て い る 微 生 物 の 挙 動 や 品 質 に 関 し て は ､ わ が 国 で

は 糠 漬 2 - ll)､ す ぐ き 潰 15)､ す ん き 潰 16 - 2日 ､ カ ブ 潰

25)､ 国 外 で は サ ワ ー ク ラ ウ ト2い ､ 醗 酵 ピ ク ル ス ?丁-3 H ､

キ ム チ 35 - 37) ､ グ ン ド ル ッ ク 33 な ど を 対 象 に し た 報 告

例 が あ り ､ 漬 物 の 製 造 に 際 し ､ 各 種 乳 酸 菌 が 品 質 や 風 味

に 大 き な 影 響 を お よ ぼ し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る ｡
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第1章

こ の よ う な 報 告 の う ち ､ 詳 細 な 研 究 が 行 な わ れ た サ ワ

ー ク ラ ウ トお よ び 醗 酵 ピ ク ル ス な ど を 例 に ､ 醗 酵 漬 物 に

関 す る 微 生 物 学 的 研 究 の 歴 史 に つ い て 概 要 を 述 べ る ○

サ ワ ー ク ラ ウ ト に 関 す る 研 究 は ､ 国 内 で の 関 心 が あ ま

り 高 く な い こ と か ら ､ 国 内 で の 報 告 例 は ほ と ん ど 無 く ､

多 く は 国 外 で あ る ｡

サ ワ ー ク ラ ウ ト と は 酸 っ ぱ い (Sauer)野 菜 (Krauと)

と い う 意 味 で あ る が ､ 細 刻 し た キ ャ ベ ツ を 2- 3% の 食

塩 の も と で ､ 乳 酸 醗 酵 を 行 な わ せ ､ 酸 と 特 有 の 風 味 を 付

与 さ せ た も の で あ る ｡ 生 産 地 は ド イ ツ を 中 心 と し た ヨ ー

ロ ッ パ で ､ 国 内 に お い て も 一 部 で 製 造 さ れ て い る ｡

サ ワ ー ク ラ ウ ト の 醗 酵 に 関 す る 微 生 物 学 的 研 究 を 最 初

に 行 な っ た の は Conrad39 ) と 考 え ら れ て い る ｡ 報 告 の

中 で ､ 主 要 細 菌 と し て グ ラ ム 陰 性 細 菌 で 運 動 性 を 有 す る

細 菌 を 観 察 し ､ "Bacterl'um brassl'cae acl'dae"と

命 名 し て い る ｡ ま た ､ ほ ぼ 同 時 期 に Butjagenは サ ワ ー

ク ラ ウ トか ら m icro co cci､ グ ラ ム 陰 性 梓 菌 ､ グ ラ ム 陽

性 梓 菌 を 分 推 し ､ micro c o cciは 醗 酵 初 期 に 消 滅 し ､ グ

ラ ム 陰 性 梓 菌 は 6日 目 ま で は 存 在 し て い た が ､ グ ラ ム 陽

性 梓 菌 の 増 殖 に と も な い ､ 減 少 し た こ と や 醗 酵 の 後 半 に

な る と酵 母 が 出 現 し た こ と を 報 告 し て い る ｡ し た が っ て ､

BuLjagenの 報 告 1 0 ) は 現 在 考 え ら れ て い る サ ワ ー ク ラ

ウ ト に お け る 微 生 物 叢 変 化 の 内 容 と ほ ぼ 同 じ も の に な っ

て い る ｡ 1930年 に 至 り ､ peders｡nは ｢サ ワ ー ク ラ ウ

･2-
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トの 醗 酵 に お け る フ ロ ー ラ 変 化 ｣ を ま と め ､ 詳 細 な 研 究

成 果 を 報 告 し て い る 2 6) ｡ 報 告 に よ る と サ ワ ー ク ラ ウ ト

か ら 分 離 さ れ た 細 菌 を ま と め た と こ ろ ､ 主 要 菌 は Leuco

nostoc mesenterol'des､ "iactobacllllus pento

acetl'cus''(現 在 はLact.brevl'S に 分 類 さ れ て い る ) ､

"Lact.cucumerl'S"(現 在 は Lact.plantarumに 分 類

さ れ て い る )お よ び LacE.plantarum で あ る こ と を 明 ら

か に す る と と も に ､ 醗 酵 初 期 の 主 要 菌 は Leuconosloc

属 菌 で ､ 後 半 は Lacfobacl'11us属 菌 で あ る こ と が 醗 酵

を 行 な う 上 で 重 要 で あ る こ と を 報 告 し て い る ｡

醗 酵 ピ ク ル ス は サ ワ ー ク ラ ウ ト と 同 様 ､ 低 塩 下 で 乳 酸

醗 酵 を 行 な わ せ ､ 風 味 を 熟 成 さ せ る も の で ､ 強 い 酸 味 を

特 徴 と し て い る ｡ 醗 酵 ピ ク ル ス に 関 す る 研 究 の ほ と ん ど

は 欧 米 が 中 心 で あ り ､ pedersonや Etchellsら の 功 績

に 負 う と こ ろ が 多 い ｡ Pe°ersonと wardは ピ ク ル ス の

醗 酵 に お け る 細 菌 叢 と 化 学 成 分 の 変 化 に つ い て の 詳 細 な

研 究 結 果 を 報 告 2 8) し て い る ○ こ の 中 で ､ 乳 酸 醗 酵 に 関

わ る 細 菌 と し て ､ Leuc･mesente,ol･des､ Enfe,oco

ccus faecall'S､ Pedl'ococcusdamDosus､ Lacl.

plantarum､ Lact･brevl･Sを 主 要 を 細 菌 と し て 分 離 し

て い る ｡ 近 年 に 至 り ､ Noutと RombouLsは 野 菜 発 酵 食

品 の 総 針 1)の な か で ､ 野 菜 の 自 然 発 酵 に つ い て 言 及 し ､

Enterococcus laecl･um ､ Enlerococcus laeca/1･

S､ La c l ･ a c l d o p h l･I u s ､ La c = a c l J･ S ､ L a c l ･p/ a n

-3 -
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taI･um､ iact.brevl'S､ Ped.acl'dl'1actl'cl'､ Ped.d

amnosus､ Ped.pentosaceusな ど を 主 要 な 乳 酸 菌 と

し て 紹 介 し て い る ｡ ま た ､ stamerは 低 食 塩 下 で の 発 酵

に お い て は Leuc･mesenteI-01'desが し ば し ば 発 酵 初 期

の 段 階 で 主 要 菌 と な る こ と を 報 告 1 2) し て い る ｡ 野 菜 の

醗 酵 に お い て ､ 乳 酸 菌 が 生 成 す る バ ク テ リ オ シ ン の 微 生

物 叢 - の 影 響 に つ い て も 多 く 報 告 さ れ て い る ｡ Flemin

gら は キ ュ ウ リ の 醗 酵 に 関 与 す る Lact.planta,umの 増

殖 を 阻 害 す る Pedl'ococcus属 菌 を 分 推 し ､ そ の 阻 害 が

バ ク テ リ オ シ ン に よ る も の で あ る こ と を 報 告 1 3) し て い

る ｡

国 内 の 醗 酵 漬 物 に お け る 微 生 物 の 挙 動 に 関 し て は 凝 潰 2

､ 11)､ す ぐ き 漬 15)､ 赤 カ ブ 潰 2 5)や す ん き 潰 1 6 - 21 )

に 関 す る 報 告 が あ る ｡ す ぐ き 演 は 京 都 の 北 ､ 上 賀 茂 地 方

で 作 ら れ て い る 醗 酵 漬 物 で ､ 古 い 歴 史 を も っ て い る ｡ 原

料 と し て 使 用 さ れ て い る す ぐ き 菜 の 記 事 が ｢日 次 記 事 ｣

(黒 川 道 裕 (1685) ) の 中 で 既 に 述 べ ら れ て い る こ と

か ら ､ す ぐ き 演 は 今 か ら 300年 以 上 も 前 か ら 存 在 し て い

た こ と が 推 定 さ れ る ｡

す ぐ き 債 は ｢室 漬 け ｣ と 呼 ば れ る 世 界 に も 例 の な い

｢温 醸 ｣ に よ っ て 醗 酵 を 行 な う と こ ろ に 特 徴 が あ る ｡ す

な わ ち ､ ｢室 ｣ と 呼 ば れ る 保 温 の た め の 小 さ な 部 屋 に

｢本 漬 ｣ を 終 え た 樽 を 入 れ ､ 電 熱 器 な ど を 用 い て ｢室 ｣

の 温 度 を 35℃ 前 後 に 保 た せ ､ 醗 酵 を 行 な う も の で あ る ｡
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す ぐ き債 の 微 生 物 に 関 す る 研 究 は ､ 中 沢 が 詳 細 に 行 な い ､

す ぐ き 演 の ｢本 潰 ｣ 工 程 か ら は EnteI･OCOCCUS､ ieuc

onostoc､ pedl'ococcus､ Lactobacl'1Ius属 菌 を 分

経 ､ 同 定 し て い る ｡ な お ､ こ の 中 で ､ 最 も 優 勢 で あ っ た

の は Lact.plantarumで ､ 乳 酸 菌 の 添 加 に よ る 製 造 も

試 み て い る 15)｡

ま た ､ 赤 カ ブ 清 に 関 し て は ､ 微 生 物 お よ び 有 機 酸 の 変

化 に つ い て 円 谷 ら の 報 告 25 )が あ る ｡ 赤 カ ブ 債 は 岐 阜 県

飛 騨 高 山 地 方 の 名 産 で ､ 秋 頃 に 収 穫 し た 赤 カ ブ を 葉 の 付

い た 状 態 で 低 濃 度 の 食 塩 に 漬 け ､ 醗 酵 さ せ た も の で あ る ｡

微 生 物 の 変 化 に つ い て は 菌 叢 ま で 調 べ て は い な い が ､ 醗

酵 初 期 と 後 期 に 乳 酸 菌 の 増 加 が み ら れ て い る ｡ ま た ､ 非

産 膜 性 酵 母 ､ 好 気 性 細 菌 は 醗 酵 初 期 に お い て 減 少 す る こ

と を 観 察 し て い る ｡

以 上 ､ サ ワ ー ク ラ ウ ト､ 発 酵 ピ ク ル ス ､ す ぐ き 漬 ､ 赤

カ ブ 演 を 例 に ､ 微 生 物 の 観 点 か ら 今 ま で の 研 究 成 果 に つ

い て そ の 概 要 を述 べ て き た が ､ そ れ ら の 研 究 結 果 に よ り ､

醗 酵 漬 物 に お け る 正 常 な 醗 酵 は 一 般 的 に 以 下 に 示 す 経 過

を た ど る こ と が 明 ら か に さ れ て き た ｡

す な わ ち ､ 醗 酵 の 初 期 は ､ 原 料 野 菜 に 付 着 し て い る グ

ラ ム 陰 性 細 菌 や Ml･crococcus属 菌 な ど の 増 殖 が 見 ら れ

る の が 一 般 的 で あ り ､ そ の 後 ､ 球 状 乳 酸 菌 の EnleI･OCO

ccus､ ieuconosloc､ pedlOCOCCLIS属 菌 が 増 殖 し ､

乳 酸 が 生 成 さ れ る と 酸 に 対 す る 抵 抗 性 の 弱 い 初 期 の 細 菌

~〇~
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は 徐 々 に 減 少 し ､ 死 滅 す る よ う に な る ｡ 球 状 乳 酸 菌 の 増

殖 が 見 ら れ た 後 は ､ 梓 状 乳 酸 菌 の Lactobacl'11us属 菌

が 増 殖 し ､ そ れ に と も な う 乳 酸 の 生 成 に よ り ､ pH は さ

ら に 低 下 す る よ う に な る ｡ そ の 結 果 ､ 酸 に 対 す る 抵 抗 性

が 梓 状 乳 酸 菌 よ り 小 さ い 球 状 乳 酸 菌 は 減 少 し ､ iactob

acl'llus属 菌 が 優 勢 と な っ て く る の が ､ 醗 酵 漬 物 の 正 常

な 醗 酵 経 過 に お け る 微 生 物 的 変 化 で あ る っ

一 方 ､ 醗 酵 漬 物 の 異 常 醗 酵 や 変 敗 に 関 す る 研 究 報 告 あ

る い は そ れ ら の 対 策 に つ い て も 報 告 さ れ て い る が ､ そ れ

ら の ほ と ん ど は 製 品 の 軟 化 お よ び 膨 張 に 関 す る も の で あ

る ｡

Bellら は 醗 酵 ピ ク ル ス の 軟 化 の 原 因 に つ い て 検 討 を 行

な っ た 結 果 ､ そ れ ら が ポ リ ガ ラ ク チ ュ ロ ナ - ゼ の よ う な

ペ ク チ ン 分 解 酵 素 を 有 す る 微 生 物 の 増 殖 に よ る も の で あ

る こ と を 指 摘 し､ 塩 蔵 キ ュ ウ リ か ら ポ リ ガ ラ ク チ ュ ロ ナ

- ゼ を 有 す る 酵 母 を 分 維 し て い る 29 ) ｡ Hamilt｡nは 塩

蔵 水 よ り ペ ク チ ン 分 解 酵 素 を 有 す る 微 生 物 の 検 索 を 行 な

い ､ あ る 種 の 糸 状 菌 が 軟 化 の 原 因 で あ る こ と を 報 告 し て

い る 3 0'○ こ の よ う に ､ 軟 化 の 原 因 は 糸 状 菌 に よ る も の

が 多 く ､ そ の 代 表 的 な も の は penJ･cllIlL･um ､ Fusa,1･u

m､ AIternarla､ ciadosporiLlm属 菌 で あ る ｡ そ れ

ら の 糸 状 菌 は ペ ク チ ン 分 解 酵 素 を 生 成 す る の で ､ ピ ク ル

ス の 組 織 細 胞 を 分 解 し ､ 軟 化 さ せ る ｡

つ ぎ は 醗 酵 漬 物 の 膨 張 に 関 す る 報 告 で あ る ｡ そ の 原 因
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に つ い て Pedersonら は ガ ス を 産 生 す る 発 酵 性 酵 母 や 細

菌 が キ ュ ウ リ の 碓 管 束 を 通 し て 侵 入 し ､ そ れ らが 増 殖 し ､

活 動 す る こ と に 起 因 す る と 報 告 3日 し て い る ｡ こ の よ う

に キ ュ ウ リ の 内 部 に 発 酵 性 酵 母 の Torulopsl'S､ Sacch

aromyces属 酵 母 や Lact.brevl'Sの よ う な ガ ス 産 生 性

の 乳 酸 菌 が 侵 入 す る こ と に よ っ て 生 じ る こ と が 明 ら か に

さ れ て い る ｡ 以 上 ､ 述 べ て き た よ う に ､ 醗 酵 漬 物 の 変 敗

に つ い て 検 討 が 加 え ら れ た 報 告 の 多 く は 軟 化 あ る い は 膨

張 に 関 す る も の で あ る ｡

一 方 ､ 醗 酵 漬 物 を 製 造 す る 際 ､ 正 常 な醗 酵 が 進 行 せ ず ､

pHの 低 下 が 遅 延 し ､ 色 調 の 低 下 や 異 臭 の 発 生 な ど ､ 品

質 的 に 劣 る 製 品 が 出 現 す る こ と が 知 ら れ て い る ｡ こ の 原

因 と し て は 原 料 野 菜 の 成 分 ､ 微 生 物 ､ 醗 酵 温 度 ､ 食 塩 濃

度 な ど 多 く の 要 因 が 考 え ら れ る ｡ 著 者 は 醗 酵 漬 物 の 異 常

醗 酵 に つ い て 様 々 な 観 点 か ら 検 討 を 加 え て き た と こ ろ ､

醗 酵 が 正 常 に 進 行 し な か っ た 漬 物 の 中 に ､ か な り の 量 の

亜 硝 酸 が 蓄 積 し て い る こ と を 兄 い 出 し た ｡ 一 般 的 に ､ 漬

物 の 醗 酵 に お い て は ､ 醗 酵 経 過 に 従 い ､ 原 料 野 菜 中 の 硝

酸 塩 が 還 元 さ れ て 亜 硝 酸 が 生 成 さ れ る が ､ さ ら に 醗 酵 が

進 行 す る と 乳 酸 醗 酵 に と も な う pHの 低 下 に よ り 亜 硝 酸

は 分 解 さ れ ､ 消 失 し て い く の が 普 通 で あ る ｡ し か し ､ 上

述 し た よ う に ､ 醗 酵 漬 物 中 に 生 霊 さ れ る 亜 硝 酸 が 醗 酵 や

漬 物 の 品 質 に 影 響 を 与 え て い る こ と に 関 し て は 過 去 に お

い て は ほ と ん ど研 究 さ れ て お ら ず ､ そ の 原 因 を 明 ら か に
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し､ 対 応 策 に つ い て 検 討 を 行 な う こ と は 醗 酵 漬 物 を 製 造

す る 上 で 大 変 意 義 の あ る も の と 考 え ら れ る ｡

本 研 究 は ､ 漬 物 の 醗 酵 に 及 ぼ す 亜 硝 酸 の 影 響 を 明 ら か

に し､ 良 質 な 醗 酵 漬 物 を 製 造 す る た め の 微 生 物 制 御 技 術

を 確 立 す る こ と を 目 的 と し て ､ 以 下 の よ う な 課 題 に つ い

て 検 討 を 進 め た ｡

1.醗 酵 漬 物 に お け る 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 選 択 的 計 数 法 を

確 立 す る ｡

2.醗 酵 漬 物 に お け る 各 種 乳 酸 菌 の 分 別 計 数 法 を 確 立 す

る ｡

3.醗 酵 漬 物 に お け る 亜 硝 酸 の 蓄 積 が 醗 酵 に 関 与 す る 微

生 物 に ど の よ う な 影 響 を 及 ぼ し ､ 異 常 発 酵 を 起 こ す

の か に つ い て 明 ら か に す る ｡

4･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 を 明 ら か に す る ｡

5･温 和 加 熱 を 利 用 し た 漬 物 の 醗 酵 制 御 法 に つ い て 検 討

を 行 な う ｡

6･野 菜 の 主 要 な 辛 味 成 分 で あ る ア リ ル イ ソ チ オ シ ア ネ

~ トを 利 用 し た 漬 物 の 醗 酵 制 御 法 の 検 討 を 行 な う ｡
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本 論 文 は ､ 次 の よ う な 内 容 で 構 成 し た ｡ ま ず ､ 第 2 章

で ､ 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 選 択 的 計 数 法 の 確 立 に つ い て ､ 第

3章 で は ､ 漬 物 の 発 酵 に 関 与 す る 各 乳 酸 菌 群 の 分 別 計 数

法 の 確 立 に つ い て 述 べ た ｡ 第 4章 で は ､ 正 常 な 醗 酵 漬 物

に お け る 微 生 物 及 び 化 学 的 変 化 に つ い て 述 べ ､ 第 5章 で

は 醗 酵 漬 物 に お け る 亜 硝 酸 の 蓄 積 と 醗 酵 異 常 に つ い て 述

べ た ｡ 第 6章 で は ､ 醗 酵 漬 物 由 来 細 菌 の 死 滅 に 及 ぼ す 亜

硝 酸 の 影 響 に つ い て 述 べ ､ 第 7章 で は ､ 醗 酵 漬 物 を 製 造

す る 際 の 環 境 要 因 が 亜 硝 酸 の 生 成 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て

述 べ た ｡ 第 8章 で は ､ 温 和 加 熱 処 理 が 醗 酵 に 関 与 す る 微

生 物 に 対 す る 影 響 に つ い て 述 べ ､ 第 9章 で は ､ ア リ ル イ

ソチ オ シ ア ネ ー ト を 利 用 した 醗 酵 制 御 法 に つ い て 述 べ た ｡
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第 2章

醗 酵 漬 物 に お け る 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の

選 択 的 計 数 法 の 確 立

本 研 究 を 遂 行 す る に あ た っ て は ､ 醗 酵 漬 物 に お け る 亜

硝 酸 の 生 成 に 深 く 関 与 し て い る 亜 硝 酸 生 成 細 菌 (硝 酸 還

元 細 菌 ) の 質 的 ､ 量 的 な 変 化 を 調 べ る こ と が 必 要 で あ る

こ と か ら ､ 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 選 択 的 計 数 法 の 確 立 を 目 的

に 以 下 の 試 験 を 行 な っ た ｡

野 菜 に 付 着 し て い る 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 作 用 に よ っ て ､

野 菜 に 含 ま れ て い る 硝 酸 塩 が 還 元 さ れ ､ 漬 物 中 に 亜 硝 酸

が 蓄 積 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る ｡ Hallら は ニ ン ジ ン

か ら 分 離 し た 亜 硝 酸 生 成 細 菌 を ニ ン ジ ン ジ ュ ー ス に 接 種

す る と 亜 硝 酸 が 生 成 ､ 蓄 積 す る こ と を 報 告 し て い る 11)｡

柳 原 ら は 漬 物 に 蓄 積 す る 亜 硝 酸 は 漬 物 の 中 に 存 在 す る 亜

硝 酸 生 成 細 菌 の 作 用 に 起 因 す る と 報 告 し て い る 15 ) ｡

亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 計 数 に 関 し て は M PN法 1 6)を 用 い る

の が 一 般 的 で あ る が ､ M PN法 は 操 作 が 煩 雑 で あ る と と も

に 亜 硝 酸 生 成 細 菌 を 選 択 分 推 す る の が 困 難 で あ る ｡ そ こ

で ､ 本 章 に お い て は 漬 物 に 関 連 の 深 い 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の

計 数 と 分 経 が 容 易 に 行 な え る 新 し い 方 法 と し て SÅN(Su

lfanilam i°e Nitrate)寒 天 重 層 法 を 確 立 す る 目 的 か

ら検 討 を 加 え た ｡
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第 1節 方 法

1. 使 用 菌 株

実 験 に 使 用 し た 17菌 株 (Table 2)は 当 研 究 室 で 保 存

し て い る も の を 用 い た ｡ な お ､ そ の う ち の 7株 は 漬 物 原

料 野 菜 お よ び 醗 酵 漬 物 よ り､ 分 離 ､ 同 定 した もの で あ る ｡

供 試 菌 株 の 前 培 養 は 培 地 と し て ,ペ プ ト ン (日水 製 薬 ) 5

g､ 酵 母 エ キ ス (大 五 栄 養 化 学 ) 2.5g, グ ル コ ー ス 1g

を 蒸 留 水 11に 溶 解 し ､ 滅 菌 し た も の を 用 い ､ 30℃ で 24

-48時 間 培 養 し た ｡

2.僕 試 野 菜

実 験 に 使 用 し た 野 菜 は ､ キ ャ ベ ツ ､ 白 菜 ､ 大 根 ､ キ ュ

ウ リ で 東 京 都 農 業 試 験 場 で 栽 培 さ れ た も の を 用 い た ｡

3. 試 験 管 法 に よ る 亜 硝 酸 生 成 試 験 (硝 酸 還 元 試 験 )

供 試 菌 株 を そ れ ぞ れ 試 験 管 を 用 い ､ 硝 酸 塩 培 地 (KNO3

1g,ト リ プ チ ケ ー ス ペ プ ト ン (B BL)0.5g,酵 母 エ キ ス

(大 五 栄 養 化 学 ) 0.25 g ､ グ ル コ ー ス /蒸 留 水 11) で 3

～ 5日 間 培 養 後 ､ 亜 硝 酸 の 生 成 を 調 べ る た め に ､ そ れ ぞ

れ の 試 験 管 に〇･8% ス ル フ ァ ニ ル 酸 /5N酢 酸 お よ び0.1

% N-1-ナ フ テ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン ジ ハ イ ド ロ ク ロ ラ
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ィ ド溶 液 を数 滴 ず つ 加 え ､ 亜 硝 酸 の 生 成 の 有 無 を み た 17' ｡

そ し て ､ 深 紅 色 を 呈 し た も の を 亜 硝 酸 生 成 陽 性 と し た ｡

な お ､ 陰 性 の も の に つ い て は 亜 鉛 粉 末 を 加 え ､ 未 反 応 の

硝 酸 塩 を 還 元 さ せ る こ と に よ り確 認 し た ｡ な お ､ 本 法 を

試 験 管 法 と称 す る こ と と し た ｡

4. SAN寒 天 重 層 法 に よ る 亜 硝 酸 生 成 細 菌 (硝 酸

還 元 細 菌 ) の 計 数 お よ び 分 碓

供 試 原 料 野 菜 は 細 切 後 ､ 10gを 90mlの 滅 菌 蒸 留 水 の

入 っ た ホ モ ジ ナ イ ズ 用 カ ッ プ に 採 取 し ､ ホ モ ジ ナ イ ズ し ､

検 液 を 調 製 し た ｡ 検 液 は 滅 菌 蒸 留 水 を 用 い て ､ 10倍 段

階 希 釈 を 行 な い ､ そ の 希 釈 液 の 0.1m lを 標 準 寒 天 培 地

(栄 研 化 学 ) の 表 面 に コ ン ラ ー ジ ガ ラ ス 棒 で 均 一 に 塗 布

し た ｡ 塗 布 後 の 培 地 は 30℃ で 2- 3日 間 培 養 後 ､ コ ロ ニ

ー の 発 生 し た 培 地 上 に 固 化 直 前 ま で 冷 や し た 約 15mlの

SAN寒 天 を 静 か に 重 層 し た ｡ 寒 天 が 固 化 し て か ら 30℃

で 約 15分 間 静 置 後 ､ 0.10/oNEDA(N-i-Naphthyleth

ylenediamine dihydrochloride) /2N 塩 酸 (和

光 純 薬 ) を 培 地 表 面 に 約 1m l注 加 し ､ 亜 硝 酸 の 生 成 に よ

り コ ロ ニ ー お よ び コ ロ ニ ー の 周 辺 部 が 赤 変 し た も の を 計

数 し ､ 亜 硝 酸 生 成 細 菌 数 (硝 酸 還 元 細 菌 数 ) と し た ｡ 亜

硝 酸 生 成 細 菌 の 分 離 に 当 た っ て は SÅN寒 天 重 層 法 と レ プ

リ カ 法 を 併 用 し て 行 な っ た ｡ す な わ ち ､ 標 準 寒 天 培 地 上

の コ ロ ニ ー を sAN寒 天 の 重 層 の 前 に レ プ リ カ 法 に よ っ て
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章云写 ､ 培 養 し ､ SAN寒 天 重 層 法 に よ っ て 明 ら か と な っ た

亜 硝 酸 生 成 細 菌 の コ ロ ニ ー の 位 置 と 対 応 さ せ ､ 比 較 す る

こ と に よ っ て 釣 菌 を 行 な っ た ｡ SAN寒 天 の 組 成 に つ い て

は Table lに ､ SAN寒 天 重 層 法 に つ い て は Fig, 1に

示 し た ｡

な お ､ 生 菌 数 ､ グ ラ ム 陽 性 細 菌 数 ､ グ ラ ム 陰 性 細 菌 数

の 測 定 は 以 下 の 方 法 に よ っ た ｡

す な わ ち ､ 生 菌 数 は 標 準 寒 天 培 地 (栄 研 化 学 ) を 用 い

た 混 釈 平 板 培 養 法 に よ り ､ 30℃ ､ 3日 間 培 養 後 ､ 生 成 し

た コ ロ ニ ー を 計 数 す る こ と に よ り求 め た ｡ グ ラ ム 陽 性 細

菌 数 は 2-フ ェ ニ ル エ チ ル ア ル コ ー ル を0.25% と な る よ

う 標 準 寒 天 培 地 に 加 え た も の を 使 用 し ､ 混 釈 平 板 培 養 法

に よ り30℃ ､ 3日 間 培 養 後 ､ 出 現 コ ロ ニ ー 数 を 計 数 す る

こ と で 求 め た ｡ ま た ､ グ ラ ム 陰 性 細 菌 数 は CVT寒 天 培 地

(日水 製 薬 ) を 用 い ､ 表 面 塗 抹 法 に よ り行 な い ､ 30℃ ､

3日 間 培 養 後 ､ 出 現 し た 赤 色 コ ロ ニ ー を 計 数 す る こ と に

よ っ て 求 め た ｡
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Nutrientagar

l

ApplicationOfsamp一e

l

Incubationat30oC for2-3days

I

co一ony-developednutrientagar

l

SANAgar★(over一ayagar)

J

Dissolvinglnthehotwaterbath

l

AdjustingpHto6･8

l

CooHngto一ukewarm

l

OverlaylngOnthemedium

l

Incubationforabout15min.at30℃

I

PouringNEDAH solution

l

Enumeratingtheredturningcolony

Fig･1･ SANAgarOverlaymethodfortheenumerationof

nitriteproducingbacteria

★:SulfanHamidenitrateagar

★★:N-トNaphthylethylenediaminedihydrochloride

Table 1. CompositionofSANagarandNEDAsolution

fortheSAMagarOve｢laymethod

SANagar NEDAsolution

Glucose 0.5 g

KNO 3 1･O g

S･JIfan=amide O･2 g

Agar 2･O g

Water 100 mJ

NEDA★

2N HCl

0.19

100ml

★:N-1-Naphthylethylenediaminedihydrochloride
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5.分 維 菌 株 の 同 定

キ ャ ベ ツ 及 び 白 菜 か ら SAN寒 天 重 層 法 と レ プ リ カ 法

を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 分 離 し た 菌 株 は コ ロ ニ ー の

形 態 ､ グ ラ ム 染 色 性 ､ 形 状 に よ り大 ま か な 分 類 を 行 な っ

た ｡ さ ら に ､ 芽 胞 の 有 無 ､ 運 動 性 ､ カ タ ラ ー ゼ ､ オ キ シ

ダ ー ゼ の 有 無 ､ 嫌 気 条 件 下 で の 生 育 ､ グ ル コ ー ス の 酸 化

及 び 醗 酵 に つ い て 調 べ ､ そ の 結 果 を 成 喜 一 8 - 5 0 )と 比 較

す る こ と に よ り属 レ ベ ル で の 分 類 を 行 な っ た ｡

第 2節 結 果 及 び 考 察

1. 保 存 菌 株 に 対 す る SAN寒 天 重 層 法 と 試 験 管 法

に よ る 亜 硝 酸 生 成 (硝 酸 還 元 ) 試 験 の 比 較

漬 物 に 関 連 の 深 い 保 存 菌 株 17株 を 対 象 に ､ コ ロ ニ ー 数

が 標 準 寒 天 培 地 上 に 30- 100個 形 成 す る よ う に 前 培 養

液 を 希 釈 し ､ 培 地 上 に 各 0.1m lを 塗 抹 し た 後 ､ 培 養 し ､

SAN寒 天 重 層 法 に よ る 亜 硝 酸 生 成 試 験 (硝 酸 還 元 試 験 )

の 有 効 性 に つ い て 検 討 を 加 え た ｡ 試 験 管 法 に よ る 亜 硝 酸

生 成 試 験 は 常 法 ど お り硝 酸 塩 培 地 で 培 養 後 ､ 亜 硝 酸 の 生

成 を 調 べ た が ､ そ の 結 果 は Table 2に 示 し た ｡ M l･C,CC

occus luteusの 1株 が sAN寒 天 重 層 法 で 陰 性 ､ 試 験 管

法 で 陽 性 と な り一 致 せ ず ､ ま た ､ pseudomonas sp.

は SAN寒 天 重 層 法 で 陰 性 ､ 試 験 管 法 で 弱 い 陽 性 と な り 一

致 し な か っ た が ､ そ の 他 の 菌 株 に お い て は 全 て 一 致 し た

こ と か らsAN寒 天 重 層 法 に よ る 亜 硝 酸 生 成 試 験 は か な り

有 効 で あ り ､ か つ 簡 便 に で き る こ と が わ か っ た ｡
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Table 2.ComparisonofSANagarandbrothtestforthenitrate-

reductiontestagainstnamedstrains

Strains SANagar Broth★

MI'crococcus/uteusATCC9341

M/'crococcusvarI'ansGP-l

coryneformbacteriaGp-4

staphy/ococcusaureus209JCI

Arthrobactersp.GP-7

BacI'//'ussubt/'//'sATCC6633

Leuconostocmesentero/'desATCC9135

Lactobac/I//usp/antarum ATCC8014

Pseudomonasf/uorescensC24

Pseudomonassp.TO96

Pseudomonassp.TO45

EnterobacteraerogenesATCCi3048

EnterobacteraerogenesE-1

K/ebsie//apneumonI'aePCl602

Escher/'ch/'aco//'ATCC3301

Erw/'niacarotovorasubsp.carotovora

lFO338C)

Xanthomonassp.lFO3084

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+:nitriteproducingpositive - :njtrjte produclng negative
i:Putafewdropsof2%sulfanHamide/85%phosphoricacidand

O･50/oNEDAsolutionineachbrothcu一turetobetested.

Adistinctpinkorredinthebrothindicatesthe presenceofnitrate.
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2. 野 菜 分 離 菌 株 に 対 す る SAN寒 天 重 層 法 と 試 験

管 法 (従 来 法 ) に よ る 亜 硝 酸 生 成 (硝 酸 還 元 ) 読

験 の 比 較

3個 の キ ャ ベ ツ お よ び 2個 の カ ブ か ら そ れ ぞ れ 標 準 寒

天 培 地 を 用 い て 250の 菌 株 を 分 離 し ､ そ れ ぞ れ の 菌 株 に

対 し て SAN寒 天 重 層 法 と 試 験 管 法 に よ る 硝 酸 還 元 試 験 を

実 施 し ､ 比 較 検 討 し た 結 果 を Table 3に 示 し た ｡ 硝 酸

還 元 試 験 に お い て 両 方 法 が 一 致 し た 比 率 は 96.40/.で 非

常 に 高 い 一 致 率 を 示 し た ｡ 逆 に ､ 不 一 致 率 は 3.60/.に と

ど ま っ た ｡ し た が っ て ､ こ の 結 果 か ら SAN寒 天 重 層 法 は

硝 酸 還 元 試 験 と し て 簡 便 で 有 効 な 方 法 で あ る こ と を 認 め

た ｡

TabJe 3･ ComparisonofSANagarandbrothtestfordetection

ofnJ'trate-reducingbacteriaisofatedfrom cabbages
andturnlps

Nitratereductiontest Numberofstrainswhichgave
J.denticalreactionwithtwomethods

SANagar Broth

+ +

Cabbage

1 2

10 19

40 31

0 0

0 0

Turmp

3 1 2

5 3 12

39 46 36

0 0 0

6 1 2

+:positive reactJ･on - 1･Negativereaction
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3. SAN寒 天 重 層 法 に よ る 漬 物 原 料 野 菜 の 亜 硝 酸 生 成

細 菌 (硝 酸 還 元 細 菌 ) の 計 数

sAN寒 天 重 層 法 が 硝 酸 還 元 試 験 を 簡 便 に 行 う の に 有 効

で あ る こ と を 明 ら か に し た が ､ そ れ を 実 際 に 亜 硝 酸 生 成

細 菌 (硝 酸 還 元 細 菌 ) の 選 択 的 計 数 に 用 い た 例 を Fig.2

及 び Fig. 3に 示 し た ｡ Fig. 2は 生 菌 数 の 測 定 を 終 了

した 培 地 で ､ SAN寒 天 を 重 層 す る前 の 状 態 を示 して い る ｡

Fig. 3は SAN寒 天 を 重 層 し､ 定 温 恒 温 器 で 一 定 時 間 静

置 後 ､ 硝 酸 塩 を 還 元 し､ 亜 硝 酸 を 生 成 し た 細 菌 の コ ロ ニ

ー 及 び周 辺 部 が 赤 変 して い る 状 態 を示 し て い る ｡ した が っ

て ､ 赤 変 コ ロ ニ ー 数 を 計 数 す る こ と に よ り､ 亜 硝 酸 生 成

細 菌 数 を 測 定 す る こ と を 可 能 と し た ｡

FJ'g･2BeforepounngsANagar Fig･3AnerpounngSAN agar
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っ ぎ に ､ SAN寒 天 重 層 法 を 用 い て ､ 漬 物 原 料 野 菜 で

ぁ る キ ャ ベ ツ ､ 白 菜 ､ キ ュ ウ リ ､ カ ブ を 対 象 に 亜 硝 酸 生

成 細 菌 (硝 酸 還 元 細 菌 ) 数 の 測 定 に応 用 し た 結 果 を Table

4に 示 し た ｡ 細 菌 数 は い ず れ も3個 の 平 均 値 で 表 し た ｡ 生 菌

数 は い ず れ の 野 菜 に お い て も 約 10 5 - 106 / g､ グ ラ ム

陽 性 細 菌 数 は 約 101- 106/g､ グ ラ ム 陰 性 細 菌 数 は 約 1

05- 106/gに 達 し て い た ○ ま た ､ 亜 硝 酸 生 成 細 菌 数 は

約 loヰ- 106/gに 達 し て い た ｡ グ ラ ム 陽 性 細 菌 の う ち ､

亜 硝 酸 生 成 細 菌 が 占 め る 割 合 は 1/ 102 - 1/ 10と 低 い

値 で あ っ た が ､ グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 場 合 は 亜 硝 酸 生 成 細 菌

が 占 め る 割 合 は 約 1/ 2に 達 し て い た ｡ し た が っ て ､ 野

菜 に 付 着 し て い る グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 多 く が 硝 酸 還 元 能 を

有 し ､ 亜 硝 酸 を 生 成 す る こ と が 明 ら か と な っ た ｡

Table 4.Numberofnitriteproduclngbacteriaincabbage,chinese

cabbage,cucumberandturmp

bacteria cabbage chinesecabbage cucumber tu rnlP

Gram-positivebacteria 2.5×104/g 4.0×105/g 4.0×106/g 3.2×105/g

Nitriteproducingbacteria 3.0×103/g 8.0×103/g 2.1×105/g 4.3×103/g

G｢am-negativebacteria 7.6×105/g 6.2×106/9 1.3×106/g 1.2×10ソ g

Nit｢iteproducingbacteria 3･9×105/g 4･8×106/g 4･0×105/g 5･9×101/g

一19-



第2章

4. 漬 物 原 料 野 菜 の 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 細 菌 叢

キ ャ ベ ツ 及 び 白 菜 か らSAN寒 天 重 層 法 と レ プ リ カ 法 を

組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 分 離 し た そ れ ぞ れ 61､ 56の

菌 株 に対 して 属 レ ベ ル で の 同 定 を 行 な い ､ グ ラ ム 染 色 性 ､

形 状 ､ 芽 胞 の 有 無 ､ 運 動 性 ､ カ タ ラ ー ゼ 及 び オ キ シ ダ ー

ゼ の 有 無 ､ グ ル コ ー ス の OFテ ス ト ､ 糖 の 分 解 性 等 の 結

果 か ら ､ Table 5に 示 す 結 果 を 得 た ｡ キ ャ ベ ツ の 場 合 ､

グ ラ ム 陽 性 細 菌 で は 芽 胞 の 存 在 の 認 め ら れ た 好 気 性

細 菌 の Bacl'llus､ 形 状 が 球 状 で カ タ ラ ー ゼ 陽 性 ､ オ

キ シ ダ ー ゼ 陰 性 の 好 気 性 細 菌 で あ る M l'Crococcus属 菌

及 び 形 状 が 球 状 で カ タ ラ ー ゼ 陽 性 ､ オ キ シ ダ ー ゼ 陰 性

で グ ル コ ー ス を 醗 酵 的 に 利 用 す る 通 性 嫌 気 生 菌 で あ る S

taphylo coccus属 菌 が 分 離 さ れ ､ な か で も B ac

l'JIusと M l'C'OCO CCuS属 菌 が 多 く 見 ら れ た ｡ グ ラ ム

陰 性 細 菌 に お い て は 形 状 が 梓 菌 で カ タ ラ ー ゼ 陽 性 ､ オ キ

シ ダ ー ゼ 陰 性 ､ グ ル コ ー ス を 醗 酵 的 に 利 用 す る 通 性 嫌 気

性 細 菌 で あ る Enterobacteriaceaeに 属 す る 細 菌 が 亜

硝 酸 生 成 細 菌 と し て 一 般 的 で あ っ た ｡ な か で も 特 に Enl

erobacter属 菌 が 多 く 分 離 さ れ た ｡ そ の 他 の も の と し

て は 運 動 性 を 有 す る 梓 菌 で カ タ ラ ー ゼ ､ オ キ シ ダ ー ゼ 共

に 陽 性 ､ グ ル コ ー ス を 酸 化 的 に 利 用 す る 特 徴 を 有 す る Ps

eudomonas属 菌 や pseudomonas属 菌 と ほ ぼ 同 様 で あ

る が ､ グ ル コ ー ス を利 用 しな い AJca=genes属 菌 な ど が 分

離 さ れ た ｡ 白 菜 の 場 合 は グ ラ ム 陽 性 細 菌 で は キ ャ ベ ツ の
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場 合 と 同 様 Ml'Crococcus及 び Bacl'11us属 菌 が 亜 硝 酸 生 成

細 菌 と し て 多 く分 離 さ れ た ｡ グ ラ ム 陰 性 細 菌 に お い て は

Enterobacteriaceaeに 属 す る 細 菌 や Pseudom onas

及 び AIcall'genes属 菌 が 分 粧 さ れ ､ 特 に Pseudom ona

s属 菌 や Enterobacter属 菌 が 多 く 分 離 さ れ た ｡

Tabfe 5･ Microfloraofnitriteproduclngbacteriaincabbageand

chinesecabbage.

Vegetables Genera Numberofnitriteproduclngbacteria

Chinesecabbages MI'crococcus

βac///us

Pseudomonas

A/Ca//'genes

Enterobacter

K/ebs/'e//a

Cabbages M/'crococcus

Bac/I//us

Staphy/Ococcus

Pseudomonas

A/Ca/I'genes

Enterobacter

K/ebs/'e//a

Erw/'n/'a
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第 3節 要 約

漬 物 の 醗 酵 に 影 響 を 及 ぼ し て い る と 考 え ら れ る 亜 硝 酸

及 び 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 挙 動 を 明 ら か に す る に は 亜 硝 酸 生

成 細 菌 (硝 酸 還 元 細 菌 ) の 質 的 ､ 量 的 な 変 化 を 訴 べ る こ

と が 必 要 で あ る ｡ そ こ で ､ 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 選 択 的 計 数

法 の 確 立 を 目 的 に 漬 物 原 料 野 菜 を 対 象 と し検 討 を 加 え た

結 果 ､ SA N寒 天 重 層 法 を 確 立 す る こ と が で き た ｡ SA N

寒 天 重 層 法 は 生 菌 数 を 測 定 し 終 わ っ た 培 地 に SAN寒 天 を

重 層 し ､ NEDA溶 液 の 注 加 に よ る 反 応 後 ､ 赤 変 コ ロ 二

を 計 数 す る こ と に よ っ て 亜 硝 酸 生 成 細 菌 数 を 簡 便 に 測 定

す る こ と を 可 能 に し た も の で あ り､ 亜 硝 酸 生 成 細 菌 数 を

測 定 す る に は 有 効 な 手 段 と 考 え ら れ る ｡ さ ら に 不 方 法 は

レ プ リ カ 法 を 使 用 す る こ と に よ っ て 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 分

離 が 出 来 る の で ､ そ の 点 に お い て も 有 用 な も の と 思 わ れ

る ｡
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第 3章

醗 酵 漬 物 中 の 各 乳 酸 菌 群 の 選 択 計 数

醗 酵 漬 物 の 各 醗 酵 段 階 に お け る 微 生 物 叢 に つ い て は 先

述 し た よ う に 醗 酵 開 始 時 に は グ ラ ム 陰 性 細 菌 が 優 勢 菌 群

で あ る が ､ 醗 酵 の 経 過 に 従 い ､ 球 状 乳 酸 菌 の Enteroco

ccus､ L,euconostoc､ Pedl'ococcus属 菌 ､ つ ぎ に

梓 状 乳 酸 菌 の Lactobacl'11us属 菌 が 優 勢 菌 群 と な る こ

と が 知 ら れ て い る 5 1)｡ そ し て ､ こ れ ら の 乳 酸 菌 群 の 挙

動 が 醗 酵 漬 物 の 風 味 や 品 質 に 大 き な 影 響 を 及 ぼ し て い る

も の と 考 え ら れ る ｡ し た が っ て ､ 醗 酵 漬 物 の 乳 酸 菌 群 の

質 的 ､ 量 的 な 変 化 を 調 べ る こ と は 亜 硝 酸 生 成 菌 と の 関 係

を 調 べ て い く上 で も 極 め て 重 要 で あ る ｡ 乳 酸 菌 群 の 消 長

を 調 べ る 際 は ､ 一 般 的 に は 代 表 的 な 菌 株 を 培 地 か ら 釣 菌

し ､ そ れ を そ れ ぞ れ 同 定 す る こ と に よ っ て い る た め ､ 作

業 は か な り煩 雑 と な る こ と が 多 い ｡ 乳 酸 菌 の 分 離 計 数 に

関 す る 報 告 は 多 数 5 2 - 5 1 ) ぁ る が ､ そ の 多 く は 乳 製 品 を

対 象 と し た も の で 漬 物 を 対 象 と し た も の は 伊 藤 ら 5 5) に

よ る も の の 他 は あ ま り な い ｡ そ こ で ､ 醗 酵 漬 物 に 関 連 の

深 い 乳 酸 菌 群 を 数 種 類 の 培 地 を 用 い て 分 離 計 数 す る 方 法

に つ い て 検 討 を 加 え た ｡

球 状 乳 酸 菌 の 中 で も 主 要 な 乳 酸 菌 で あ る エeucM oH o

c属 菌 の 分 幕 計 数 培 地 に 関 し て は α - プ ロ ム プ ロ ピ オ ン

酸 5 2)､ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 5 3-､ テ ト ラ サ イ ク リ ン 5日 な
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ど を 添 加 し､ 分 維 対 象 外 の 細 菌 の 増 殖 抑 制 を 利 用 し た も

の が 報 告 さ れ て い る ｡ し か し ､ 醗 酵 漬 物 を 対 象 に 実 際 に

応 用 し て み た と こ ろ ､ 混 在 す る 他 の 乳 酸 菌 の 増 殖 が か な

り認 め ら れ た り ､ 操 作 が 煩 維 な も の も あ り ､ 醗 酵 漬 物 中

に 出 現 す る IJeuCOnOStOC属 菌 を 分 離 計 数 す る こ と が 困

難 で あ る こ と が 知 ら れ た ｡

そ こ で ､ 著 者 は 醗 酵 漬 物 に 出 現 す る Leuconostoc属

菌 の 多 く の も の が ス ク ロ ー ス を 利 用 し ､ 多 量 の デ キ ス ト

ラ ン を 生 成 す る こ と に 注 目 し ､ I/euconostoc属 菌 の 分

離 計 数 を 可 能 と す る 培 地 に つ い て 検 討 を 加 え た ｡

Enterococcus属 菌 ､ pedl'ococcus属 菌 の 分 離 計 数

は Slanetzと Bartleyが 考 案 し た Ⅳト Enteroco c c u s 寒

天 培 地 56)が 知 ら れ て い る ｡ M IEnteroco c c u s寒 天 培 地

は 汚 水 や 糞 便 中 の 腸 球 菌 用 の 計 数 培 地 と し て 考 案 さ れ た

が 56)､ Burkwallと Hartmanは ソ ラ 豆 や エ ン ド ウ 豆

及 び ハ ン バ ー ガ ー を 含 む 冷 凍 食 品 か ら の 腸 球 菌 の 分 離 に

応 用 し ､ 好 結 果 を 得 て い る 5 7)｡ そ こ で ､ 本 培 地 が 醗 酵

漬 物 に応 用 出 来 る か ど う か に つ い て 検 討 を加 え た ｡ ま た ､

iactobacl'llus属 菌 に 関 し て は LBS寒 天 培 地 が 知 ら れ

て お り ､ Kemp亡onと san cleme∩Leは 牧 草 飼 料 中 の 乳

酸 菌 を LBS培 地 を 分 離 ､ 計 数 に 用 い て い る 58) ｡ そ こ で ､

本 章 に お い て は 醗 酵 漬 物 に お け る LacEobaclllus属 菌

の 分 離 計 数 に LBS寒 天 培 地 が 応 用 で き る か に つ い て も 検

討 を 加 え た ｡ そ し て ､ そ れ ら の も の を 組 み 合 わ せ る こ と

に よ り ､ 醗 酵 漬 物 に お け る 乳 酸 菌 群 の 変 遷 を 明 ら か に す
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る 方 法 の 開 発 を 試 み た ｡

第 1節 方 法

1.使 用 菌 株

試 験 に 使 用 し た 菌 株 の 多 く 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 で あ る が ､

乳 酸 菌 に 対 す る 分 離 計 数 の 効 果 を 調 べ る 際 に は 8株 の 参

考 株 (Leuc.mesenterol'des ATCC 9135な ら び に

ieuc.mesenterol'des subsp. mesenieI･01'des IF

012060､ EnteT0C0CCuS faecall's ATCC 10i0

0､ jiT'nteI･OC0CCuS faecl'um ATCC 14436､ Ped.

acl'djlactl'cl' IFO 3888､ Ped.pentosaceus IF

O3892､ Lact.plantarum ATCC 8014､ iaci.b

rev｣S ATCC 3345)を 使 用 し た ｡ 供 試 菌 株 の 前 培 養

は 培 地 と し て 次 の も の (ト リ プ チ ケ ー ス ペ プ ト ン (Di∫

co)5g､ 酵 母 エ キ ス (大 五 栄 養 化 学 ) 2.5g､ グ ル コ ー ス

1g､ 蒸 留 水 11)を用 い ､ 25- 30℃ で 1- 2日 間 培 養 した ｡

2. 培 養 温 度 特 性

乳 酸 菌 の 培 養 温 度 特 性 を 調 べ る 際 は ､ 培 地 と し て 前 培

養 に 用 い た も の を 使 用 し ､ 一 夜 培 養 菌 を 培 地 10m lに 対

し､ 0.1ml接 種 し ､ 温 度 帯 を 10- 50℃の 間 に 12段 階

と っ て 調 整 し た 温 度 勾 配 培 養 装 置 を 用 い て ､ し辛 型 培 養
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管 で 振 と う し な が ら 5時 間 培 養 し た ｡ そ し て ､ 増 殖 の 程

度 は 培 養 後 ､ 分 光 光 度 計 (島 津 ､ Uv 160A) に て 660n

mで の 濁 度 を そ れ ぞ れ 測 定 す る こ と に よ っ て 得 た ｡ な お ､

比 較 の 際 は ､ 最 適 増 殖 温 度 に お け る 濁 度 を 1･0と し た 場

合 の 各 培 養 温 度 に お け る 濁 度 と の 比 で 表 し た ｡

3. 分 維 計 数 培 地

Leuconostoc属 菌 の 分 離 計 数 の 試 験 に 用 い た 培 地 組

威 は Table 6に 示 す と お り で あ る ｡ す な わ ち ､ デ キ ス

トラ ン の 生 成 を 促 す た め に 糖 源 と し て ス ク ロ ー ス を 添 加

す る と 共 に 醗 酵 初 期 に 多 く 出 現 す る グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 増

殖 を抑 制 す る 目的 で 2-フ ェニ ル エ チ ル ア ル コ ー ル を0.25% 添

加 し た も の を 調 製 し ､ 本 培 地 を フ ェ ニ ル エ チ ル ア ル コ ー

ル - ス ク ロ ー ス 培 地 (以 下 PES培 地 と す る ) と 名 付 け た ｡

培 養 は 表 面 塗 抹 法 に よ り 20℃ で 5日 間 ま で 行 な い ､ コ ロ

ー 形 成 の 有 無 を 調 べ た ｡ な お ､ 嫌 気 培 養 を 行 な う 場 合

は 同 培 地 を 用 い ､ ガ ス パ ッ ク 法 に よ り行 な っ た ｡

EnLLeroIoccus及 び pedjococcus属 菌 の 分 維 計 数 は

前 述 し た よ う に 腸 球 菌 の 計 数 培 地 と し て 開 発 さ れ た Ⅳト E

n上erococcus Agar培 地 (BBL)を 用 い ､ 37℃ で 4 日

間 培 養 す る こ と に よ っ て 行 な っ た ｡ な お ､ 培 地 組 成 は T

able 7に 示 し た ｡

Lactobacl'11us属 菌 の 分 離 計 数 は LBS培 地 を 用 い て

行 な っ た が ､ そ の ま ま で は pedl･ococcus属 菌 の 増 殖 が
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見 ら れ ､ 分 別 が 困 難 で あ っ た た め ､ 本 培 地 の 組 成 の 一 部

を 改 変 し た 変 法 LBS培 地 (T able 8で 示 す M 4培 地 ､ 以

後 Ⅳ1-LBS培 地 と す る ) を 用 い ､ 30℃ で 3日 間 培 養 す る

こ と に よ っ て 行 な っ た ｡ な お ､ 培 地 組 成 は Table 8に 示

し た ｡

Table6 Selectivemediumforenumeratingleuconostocs

fromfermentedpickles

PES Medium

(PhenyJethylalcohol-sucroseagarmedium)

Trypticasepeptone(BBL)

Yeastextract

Sucrose

(NH4)2SO 4

MgSO｡･7H20

KH2PO 4

Agar

21Phenylethylalcohol

dis.VVater
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Table7Selectivemediumforenumeratingenterococci

andpediococcifromfermentedpick一es

M-EnterococcusagarMed山m

Trypticasepeptone

Yeastextract

G山cose

Phytonepeotone

KH2PO4

NaN3

Agar

15.0g

5.0g

2.09

5.0g

4.09

0.49

10.0g

2,3,5-TriphenyltetrazoJiumChloride O･1g

dis.Water lOOOml

Table 8 Selectivemediumforenumeratinglactobaci川

fromfermentedpickles

M-LBSagarMed山m

Tripticasepeptone

Yeastextract

KH2PO ｡

Ammonium citrate

GJucose

Po!ysorbate80

Sodiumacetatehydrate

Aceticacid

MgSO 4 ･7H20

MnSO 4 ･4H20

FeSO4 ･7H20

Agar

dis.Water

10.09

5.09

6.0g

2.0g

20.0g

0.4g

35.09
2.5mI

0.5759

0.12g

0.0349

15,0g

1000m(
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醗 酵 漬 物 の 微 生 物 叢 を 調 べ る 際 は 潰 液 を 検 液 と し ､ 乳

酸 菌 に 関 し て は 上 記 培 地 を 使 用 し た が ､ グ ラ ム 陽 性 細 菌

は 0.25% フ ェ ニ ル エ チ ル ア ル コ ー ル 加 標 準 寒 天 培 地

(栄 研 化 学 ) で 30℃ ､ 48時 間 ､ グ ラ ム 陰 性 細 菌 は CVT寒

天 培 地 (日水 製 薬 ) で 30℃ ､ 48時 間 ､ 大 腸 菌 群 は デ ソ

キ シ コ レ ー ト培 地 (栄 研 化 学 ) で 35℃ ､ 24時 間 ､ 真 菌

は0.01% ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 加 ポ テ ト デ キ ス ト ロ ー

ス 培 地 (栄 研 化 学 ) で 25℃ ､ 5日 間 培 養 し ､ 計 数 し た ｡

4. 分 離 計 数 培 地 か ら 分 粧 し た 菌 株 の 同 定

醗 酵 漬 物 を 対 象 に PES､ Ⅳト E∩teroco c c u s及 び M-L

BS培 地 の ≡ 種 類 の 分 離 計 数 培 地 を 使 用 し ､ そ れ ぞ れ の

培 地 に 生 育 の み ら れ た コ ロ ニ ー を 無 作 為 に 約 50株 ず つ

釣 菌 し､ 細 胞 形 態 ､ 芽 胞 の 有 無 ､ 運 動 性 ､ 好 気 的 生 育 性 ､

嫌 気 的 生 育 性 ､ カ タ ラ ー ゼ ､ オ キ シ ダ ー ゼ ､OF試 験 ､

グ ル コ ー ス か ら の ガ ス 生 成 ､ ス ク ロ ー ス 培 地 に お け る デ

キ ス ト ラ ン の 生 成 ､ 60℃ 30分 加 熱 後 の 生 育 ､ pH9.6で の

生 育 ､ 各 炭 水 化 物 か ら の 酸 生 成 な ど の 諸 性 状 を も と に Be

rgey's M anual-t8 ､ J9)及 び Gibbs ら 50 ) の 成 書 を 参

考 に し た 上 で 属 レ ベ ル で の 同 定 を 行 な っ た ｡
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｡ . 醗 酵 漬 物 試 料

新 た に 考 案 し た 三 種 類 の 選 択 計 数 培 地 を 用 い て 乳 酸 菌

群 の 量 的 変 化 を 調 べ る 方 法 が 実 際 の 醗 酵 漬 物 に 応 用 し た

場 合 に 有 効 か ど う か を 検 討 す る 目 的 か ら ､ 以 下 ('･',方 法 で

醗 酵 漬 物 を 調 製 し ､ 乳 酸 菌 群 の 測 定 試 験 に 供 し た ｡ す な

わ ち ､ 原 料 と し て 約 15kgの キ ャ ベ ツ を 用 い ､ 水 道 水 で

良 く洗 浄 し た 後 ､ 野 菜 ス ラ イ サ ー で 細 刻 し た も の 約 5kg

に 食 塩 濃 度 が キ ャ ベ ツ 重 量 の 3% と な る よ う に 食 塩 を 添

加 し ､ 5､ 15､ 30℃ で 醗 酵 を 行 な わ せ た ｡ そ し て ､ 醗

酵 中 に お け る 乳 酸 菌 群 の 経 時 的 変 化 を 調 べ た ｡
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第 2節 結 果 及 び 考 察

1.各 乳 酸 菌 の 培 養 温 度 特 性

醗 酵 漬 物 は 開 始 時 に は 主 に 原 料 野 菜 に 由 来 す る グ ラ ム

陰 性 細 菌 の 増 殖 が 見 ら れ る が ､ 醗 酵 の 進 行 に つ れ 早 期 に

乳 酸 菌 が 混 在 す る 状 態 に な る の が 一 般 的 で あ る ｡ そ こ で ､

醗 酵 漬 物 に 出 現 す る こ と の 多 い 乳 酸 菌 を 対 象 に ､ 培 養 温

度 特 性 を 調 べ た も の が Fig.4で あ る ｡ Leuc.mesent

eroldesは 10- 25℃ の や や 低 温 な 状 態 で も 他 の 乳 酸 菌

と比 較 し て 生 育 は 良 好 で ､ 増 殖 最 適 温 度 は 30℃ 付 近 で

あ っ た ｡ こ れ に 対 し ､ そ れ 以 外 の 乳 酸 菌 で は 梓 状 乳 酸 菌

の LacE.plantarum及 び Lact.brevl'Sは 低 温 下 で や や

生 育 が 弱 く､ 球 状 乳 酸 菌 の Enterococcus faecalls､

Enterococcus faecl'um及 び ped.pentosaceus､

Ped.acl'dl'1actl'cl'は か な り 弱 か っ た ｡ そ し て ､ そ れ

ら の い ず れ も が 最 適 温 度 は 35- 40℃ と 高 か っ た ｡ し

た が っ て ､ 以 上 の 結 果 か ら 増 殖 の 差 を 考 慮 し ､ 培 養 温 度

を LeuconosEoc属 菌 は 20℃ ､ I,actobacl･'Ilus属 菌 は

30℃ ､ Enterococcus､ Pedl'ococcus属 菌 は 37℃ に

す る こ と と し た ｡
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Fig.4Effectoftemperatureonthegrowthof

lacticacidbacteria

X:LeuconostocmesenteroidesJFO12060+:EnterococcusfaecI'um ATCC14436
^ :PedI'Ococcusac/'dI'/actI'C/IlFO3888

⊥ :Lactobac/I//usbrevI'sATCC3345
0:Enterococcusfaeca/isATCC10100
△:Ped/'ococuspentosaceuslFO3892
□:Lactobaci//usp/antarumATCC8014

2.各 種 細 菌 の PES培 地 に お け る 増 殖

漬 物 に 比 較 的 関 連 の 深 い 20種 の 細 菌 を 対 象 と し ､ そ れ

ぞ れ の 培 養 菌 液 を 適 度 に 希 釈 し た も の を pES培 地 に 表 面

塗 抹 し ､ 20℃ で 5日 間 嫌 気 培 養 を 行 な い ､ そ の 間 に お け

る 増 殖 の 様 子 を 調 べ た 結 果 が Tabte 9で あ る ｡
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Tab一e9 SelectivegrowthofLeuconostocsp･OnPESagarmedium

inananaerObicjar

Bacteria

Day

1 2 3 4 5

LeuconostOCmeSenterOI'des

Enterococcusfaeca//'s

EnterococcuSfaec/rum

Streptococcus/act/'s

PedIlococcuspentosaceus

Ped/'OcocusacI'dI'/actI'C/'

Tetragenococcusha/oph/I/us

Pe〟/ococcuscerev/5/∂e

Lactobac/'//usp/antarum

Lactobac/'//usbrevI's

Prop/on/'bacter/'umsp.

Bac/I//ussubt/'/Its

〟/crococcus山とeus

Escherich/'aco//'

Enterobacteraerogenes

K/ebs/.e//apneumon/'ae

Pseudomonas仇ノOreSCenS

Arthrobactersp.

F/avobacterI'umsp.

Erw/'n/'acarotovora

+:growth

L-11 ★ + + + +

ML-8 ★ ★ ★ ★ ★

ML12

ML-20

ML-4

ML-5

★ ★ ★ ★

★ ★ ★ ★

★ ★ ★ ★

★ ★

ML16

ML-18 ★ ★ ★

L-4 ★ ★ ★ ★

L-13

M-ll

★ ★ ★

E-1

E-6

E-8

p-24

M-19

ト4

E-7

～:plnPOintcolonjes -:nogrowth
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グ ラ ム 陰 性 細 菌 の い ず れ も が 増 殖 を 抑 制 さ れ ､ エeuc･

mesente'ol･des以 外 の 乳 酸 菌 は 生 育 す る も の ('二,､ い ず

れ も ピ ン ポ イ ン ト コ ロ ニ ー に と ど ま っ て い た ｡ 一 方 ､ ie

uc.mesenterol'desは 2日 以 降 ､ 肉 眼 的 に 計 数 が 可 能 な

大 き さ と な り､ 特 徴 あ る 半 透 明 で ム コ イ ド状 の コ ロ 二

を 形 成 し た ｡ な お ､ グ ラ ム 陽 性 菌 で は Bacl'llus subtl'

11･Sが 好 気 培 養 に お い て ､ や や 不 透 明 な ム コ イ ド 状 の コ

ロ ニ ー を 形 成 し た ｡ そ こ で ､ I/euc.mesenterol'desが

通 性 嫌 気 性 菌 で あ る こ と を 考 慮 し ､ PES培 地 を 嫌 気 培 養

す る こ と に よ っ て Bacl'llusの 生 育 を 防 止 す る こ と が 可

能 で あ っ た ｡ し た が っ て ､ Bacl'11usの 汚 染 が 予 想 さ れ

る 試 料 に お い て は ､ pES培 地 に 試 料 検 液 を 表 面 塗 抹 後 ､

嫌 気 培 養 す る こ と が 必 要 と 思 わ れ る ｡

3. 各 種 乳 酸 菌 の PES培 地 に お け る 増 殖

つ ぎ に ､ 漬 物 に 関 連 の 深 い 7程 の 乳 酸 菌 の 標 準 菌 株 及

び 当 研 究 室 保 有 株 を 対 象 と し ､ そ れ ぞ れ の 培 養 菌 液 を p

ES培 地 及 び 標 準 寒 天 培 地 に 表 面 塗 抹 し ､ 20℃ で 4 日 間

培 養 し た ｡ そ し て ､ 経 時 的 に PES培 地 の コ ロ ニ ー 数 を 計

数 し､ 標 準 寒 天 培 地 に お け る コ ロ ニ ー 数 と 比 較 し た も の

が Table lOで あ る ｡ EnterococciJS faecall.S､ E

nterococcus faecl'um､ Ped.penlosaceus､ IJaCl.

plantarum､ Lact.bre vl･Sは ピ ン ポ イ ン ト 7 ロ ニ ー に

と ど ま り､ ped.acl･dl･Iacl1clは 生 育 が 見 ら れ な か っ た
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が ､ Leuc･meSenterOl'desは い ず れ の 菌 株 も 3 日 目 以

降 は 計 数 可 能 な 状 態 に 増 殖 し ､ 生 菌 数 も 標 準 寒 天 培 地 の

場 合 と あ ま り変 わ りが な か っ た ｡ な お ､ 実 際 に 醗 酵 漬 物

よ りLeuconoStOC属 菌 を 分 離 培 養 し た 一 例 を Fig･ 5

に 示 し た ｡

T ab le 10 V iablecellcountsof暮acticacidbacteria

on PESandstandardmethodagarmedium

p巨s(×108)

SMA(×108)

Bacte ria 2 3 4days

Leu c.m esen tero/'d es

Leu c.m esen teroI'd es

Leu c.m esen tero I'd es

Ent. faeca/I's

En t. faec/'um

Ped.acI'd//act/'cI'

Ped.pentosaceus

Lact.p/antarum

Lact.brev/'S

A T C C 9135 2.8 2.8 2.8

lFO 1 2060

L-l l

A TCC10100

ATCC14436

JFO 3888

IFO 3892

ATCC8014

ATCC3345

1.2 1.2 1.2

★ 2.4 2.4

★ ★ ★

★ ★ ★

★ ★ ★

T *

★ ★

★:plnPOintcolonies, -:nogrowth

SMA:standardmethodagarmediu m
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Fig･5 LeuconostocsonthePESagarmedium

4･ 各 種 乳 酸 菌 の Ⅳト Enterococcu s培 地 に お け る

増 殖

Ⅳト E∩terococcus培 地 は 汚 水 や 糞 便 中 の 計 数 培 地 と

し て 開 発 さ れ た も の で あ る が ､ 本 培 地 が Ente,ococcu

s属 菌 及 び pedL･ococcus属 菌 の 選 択 計 数 培 地 と し て 応 用

可 能 か ど う か に つ い て 検 討 を 加 え た ｡ Table llは 各 乳 酸
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菌 の 培 養 菌 液 の トト Enterococcus培 地 で の コ ロ ニ ー 数

を計 数 し ､ 標 準 寒 天 培 地 に お け る コ ロ ニ ー 数 と 比 較 し た

も の で あ る o Leuc･mesenterOldes､ L,act･planta

,um､ I,act･brevl･Sは い ず れ も増 殖 が 抑 制 さ れ た が ､ E

nle,ococcus属 菌 は ト リ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ク ロ

ラ イ ドの 還 元 に よ る 赤 色 コ ロ ニ ー を 形 成 し ､ Pedl'ococ

｡uS属 菌 は 白 色 の コ ロ ニ ー を 形 成 し た ｡ 計 数 の 結 果 ､ 菌

数 も標 準 寒 天 培 地 の 場 合 と あ ま り変 わ り が な く ､ Ⅳト Ent

er｡C｡ccus培 地 は Enterococcus及 び pedlococcus

属 菌 の 選 択 計 数 に 応 用 可 能 と 考 え ら れ た ｡ な お ､ 実 際 の

分 堆 計 数 の 例 と し て ､ Fig.6に Enterococcus属 菌 ､ F

ig.7に PeC‖ ococcuS属 菌 の ､ ま た ､ そ れ ら が 混 合 し た

もの か ら 分 離 計 数 を お こ な っ て い る 例 を Fig.8に 示 し た ｡

F痩･6 Enterococcion M-Enterococcus agarmedium
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Fig.7 PediococcionM-Enterococcus agarmedium

Fig･8 EnterococciandpediococcionM-Enterococcusagarmedium
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Tablell Viablece‖Countsoflacticacidbacteria

onM-Enterococcusandstandardmethodagar

M-Entemcocusagar(×108 )

Bacteria 2 3 4days

SMA(×108 )

Ent.faeca/is

Ent.faeca//'s

Ent.faec/rum

Ent.faec/'um

Ped.pentosaceus

Ped.pentosaceus

Pe〟.ac/♂//act/C/

Leuc.mesenteroI'des

Lact.p/antarum

Lact.brevl'S

ATCC10100

ML-8

ATCC14436

ML-12

lFO3892

ML-4

ML-5

ATCC9135

ATCC8014

ATCC3345

4.2｢ 4.2｢ 4.2r

1.Sr 1.5｢ 1.5｢

7.6｢ 8.0｢ 8.0｢

3.4｢ 3.4｢ 3.4r

1.Ow 1.1w 1.1w

1.Zw 1.3W 1.3W

★ 1.Ow 1.1W

★:plnpolntCOlonies,-:nogrowth,r:redcolony,W:whitecolony

SMA:standardmethodagar

b. LBS培 地 の 改 変 及 び 各 種 乳 酸 菌 の M-LBS培 地 に

お け る 増 殖

LBS培 地 は 乳 製 品 ､ 牧 草 飼 料 58'お よ び 糞 便 中 59･

60'の 乳 酸 菌 の 選 択 培 地 と し て 利 用 さ れ た 例 は あ る が ､

漬 物 を 対 象 に し た も の に つ い て は ほ と ん ど 見 当 た ら な い

の で LBS培 地 を 用 い ､ 培 養 温 度 30℃ で 4日 間 培 養 し ､ 上
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actobacl'JIus属 菌 に 対 す る 選 択 性 に つ い て 調 べ ､ Tab

le 12の 結 果 を 得 た ｡ 市 販 の LBS培 地 を そ の ま ま 使

用 す る と pedl'ococcus属 菌 の 増 殖 が 認 め ら れ ､ Lacto

bacl･11us属 菌 と の 判 別 が 困 難 で あ っ た の で 本 培 地 の 改

変 を 試 み ､ 酢 酸 及 び 酢 酸 ナ ト リ ウ ム の 添 加 量 を 変 え て み

た と こ ろ ､ 培 地 1000mlに 対 し 酢 酸 を 2.5ml､ 酢 酸 ナ

トリ ウ ム を 35g と す る こ と に よ っ て Pedl'ococcus属 菌

の 増 殖 を ピ ン ポ イ ン ト コ ロ ニ ー 以 下 に と ど め る こ と が で

き た ｡ し か し ､ 酢 酸 を 3.7ml､ 酢 酸 ナ ト リ ウ ム を 40g と

した 場 合 は Lactobacjllus属 菌 も ピ ン ポ イ ン ト コ ロ ニ

ー と な っ た ｡ な お ､ 各 乳 酸 菌 の 培 養 菌 液 を 改 変 培 地 (M

-LBS培 地 ) 及 び 標 準 寒 天 培 地 に 表 面 塗 抹 し ､ 30℃ で 4

日 間 培 養 し ､ そ の 間 に お け る コ ロ ニ ー 数 の 変 化 を 調 べ た

と こ ろ ､ Enterococcus及 び Leuconostoc属 菌 は 増 殖

が 抑 制 さ れ ､ 4 日 後 に お い て も コ ロ ニ ー の 形 成 は 見 ら れ

ず ､ ま た ､ pedl'ococcL･S属 菌 は 3 日 後 以 降 コ ロ ニ ー の

形 成 が 見 られ た が ､ ピ ン ポ イ ン ト コ ロ ニ ー に と ど ま っ た ｡

一 方 ､ I,actobaclllus属 菌 は 3 日 目 か ら コ ロ ニ ー を 形

成 し､ 4 日 目 に は 標 準 寒 天 培 地 に お け る 菌 数 と ほ ぼ 同 様

の 菌 数 と な っ た こ と か ら ､ I,actobacl'llus属 菌 の 選 択

計 数 に は Ⅳト LBS培 地 が 有 効 と 考 え ら れ た ｡ な お ､ 実 際

にM-LBS培 地 を 使 用 し て ､ iaclobacll1us属 菌 の 分 維

選 択 を 行 な っ た 例 を Fig.9に 示 し た ｡
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Table 12 EffectsofaceticacidandNa-acetatein LBSagar

mediumonthenumberoflacticacidbacteriaincubatedat30℃ for3days

===========- ~

cFU(×108)

Strains MI M2 M3 M4 M5 SMA

Lact.p/antarum

Lact.p/antarum

Lact.p/antarum

Lact.brev/'s

Lact.brev/'s

Leuc.mesentero/'des

Ent.faeca//'s

Ent.faec/rum

Ped.acI'd/I/actI'cI'

Ped.pentosaceus

ATCC8014 4.1 4.2 4.1

lFO3074 l.3 1.2 1.4

L-4 1.7 1.5 1.5

ATCC3345 1.3 1.3 1.3

し3 3.2 3.2 3.3

ATCC9135 -

ATCC10100 -

ATCC14436 -

lFO3888 1.2 1.3 *

IFO3892 3.7 4.1 *

4.2 ★ 4.3

1.4 ★ 1.4

1.6 ★ 1.5

1.4 ★ 1.3

3.1 ★ 3.3

3.4

4.1

2.8

★ ★ 1.3

★ ★ 4.0

':plnpointcolonies, SMA:standardmethodagar

ThefoHowingamountofchemicalshasbeensupplmented

into1000m]LBSagarmedium

Medium Aceticacid(ml) Na-acetate(g)

0

1.32

1.90

2.50

3.70
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Fig･9 Lactobac川iontheM-LBS agarmedium

6. 醗 酵 漬 物 - の 各 分 離 計 数 培 地 の 応 用

醗 酵 漬 物 を 対 象 に PES､ ⅣトEnterococcus及 び Ⅳト L

BS培 地 を 用 い て 選 択 分 経 を 行 な い ､ PES培 地 で は 嫌 気

培 養 を 行 な っ た 後 ､ ム コ イ ド状 の コ ロ ニ ー を 釣 菌 し ､ 好

気 培 養 し た かト EnLeroco c c u s培 地 か ら は ピ ン ポ イ ン ト

コ ロ ∴ - を 除 い た 赤 色 及 び 白 色 コ ロ 二 ､ M -LBS培 地

か ら は ピ ン ポ イ ン ト コ ロ ニ ー を 除 い た 他 の コ ロ ニ ー か ら

無 作 為 に 釣 菌 し た 約 150株 の 菌 株 の 同 定 を 行 な っ た ｡ そ

の 結 果 は Tab上e 13に 示 す よ う に PES培 地 か ら 分 推 し た
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細 菌 の 全 て が Leuconostoc属 菌 で ､ M-Enteroco cc u

s培 地 よ り分 離 し た も の で は Enterococcus及 び pedilo

c｡ccus属 菌 に 計 数 さ れ る も の の な か に 一 部 混 在 が 見 ら

れ た ｡ ま た ､ M -LBS培 地 よ り 分 推 し た も の で は ほ と ん

どが Lactobacl'11us属 菌 で ､ 一 部 pedl'ococcus属 菌

の 混 在 が み ら れ た も の の 概 ね 良 好 な 結 果 で あ っ た ｡

Table 13 lsolatedbacteriafrom PES,M-Enterococus

andM-LBSmedium

lsolated bacteria

Media LeuconostocEnterococcusPed/'ococcusLacrobacI'//usOthers

P巨s 48 0

M-Enterococcus

Redcolony O 26

whitecolony 0 0

M-LBS 0 0 2 43
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7. 醗 酵 漬 物 に お け る 各 乳 酸 菌 群 の 計 数

3種 類 の 選 択 計 数 培 地 を 使 用 し た 各 乳 酸 菌 群 の 選 択 計

数 が 実 際 の 醗 酵 漬 物 に 対 し て 応 用 可 能 か ど う か を み る 目

的 か ら ､ キ ャ ベ ツ を 原 料 野 菜 に 30℃ で 醗 酵 を 行 な い ､

経 過 に と も な う 各 乳 酸 菌 群 の 生 菌 数 変 化 に つ い て 調 べ た

結 果 を Fig. 10に 示 し た ｡ そ の 際 ､ 同 時 に グ ラ ム 陽 性 細

菌 数 ､ グ ラ ム 陰 性 細 菌 数 ､ 酵 母 数 に つ い て も 調 べ ､ 比 較

検 討 し た ｡ 30℃ で 醗 酵 さ せ た 場 合 は グ ラ ム 陰 性 細 菌 は 1

日後 に 106/ mlに 達 し た 後 ､ pHの 低 下 に と も な い 減 少

し､ 4日 目 に は 死 滅 し た ｡ Leuconostoc属 菌 は 開 始 時

に は 102/ mlで あ っ た が ､ 醗 酵 の 進 行 に し た が っ て 急 速

に増 加 し､ 3 日 目 に は 108/ mlに 達 し た ｡

EnteI･OCOCCuS属 菌 は 2日 目 に ､ PedIo coccus属 菌

は 4 日 目 に 106/ mlの ピ ー ク に 達 し た ｡ し か し ､ 引 き 続

くLactobacl'11us属 菌 の 増 殖 に よ っ て ､ 漬 液 の pHが 3.

8以 下 に な る 頃 か ら ､ 球 状 乳 酸 菌 は 減 少 し始 め ､ Enter

ococcus属 菌 は 6日 冒 ､ Leuconostoc属 菌 及 び pedl'o

coccus属 菌 は 8日 目 に は 死 滅 し ､ 代 わ っ て 酵 母 が 増 殖 し

た ｡
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Fig.10 Changesinmicroflo｢aduringthefermentationof

cabbageat30℃●:Gram positives O:Gramnegatives
△:Leuconostoc ▽:Enterococus

T :Ped/'ococcus A :Lactobac/'//ust:Yeasts

以 上 の 結 果 か ら ､ 実 際 の 醗 酵 漬 物 に お い て も 3種 類 の

選 択 計 数 培 地 を 使 用 す る こ と に よ っ て ､ 各 乳 酸 菌 群 の 生

菌 数 を 容 易 に 計 数 す る こ と が 可 能 で あ り ､ こ れ ま で に 得

られ た 漬 物 に お け る 微 生 物 叢 変 化 の 傾 向 と 同 様 の 結 果 を

得 る こ と が で き た ｡ し た が っ て ､ 醗 酵 漬 物 に お け る 微 生

物 叢 と漬 物 の 品 質 と の 関 係 を 調 べ る 上 で 有 効 な 手 段 と 考

え ら れ た ｡
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第 3節 要 約

醗 酵 漬 物 中 の 各 乳 酸 菌 群 を 容 易 に 選 択 計 数 す る た め の

培 地 と し て PES培 地 を 考 案 す る と 共 に M-Enteroco c u s

及 び かト LBS培 地 を 使 用 し た 場 合 の 選 択 計 数 効 果 に つ い

て 醗 酵 漬 物 に 関 連 の 深 い 細 菌 を 対 象 に 検 討 を 加 え た ○ そ

の 結 果 ､ Leuconostoc属 菌 の 選 択 計 数 は Leuconosto

c属 菌 が 有 す る デ キ ス ト ラ ン 生 成 能 と 共 存 す る グ ラ ム 陰

性 細 菌 の 増 殖 抑 止 を 考 慮 し ､ ス ク ロ ー ス と フ ェ ニ ル エ チ

ル ア ル コ ー ル を 添 加 し た pES培 地 (フ ェ ニ ル エ チ ル ア ル

コ ー ル - ス ク ロ ー ス 培 地 ) を 用 い ､ Leuconostoc属 菌

が 増 殖 し や す く ､ か つ 他 の 菌 が 増 殖 し に く い 温 度 と し て

20℃ で ､ 3- 4日 間 嫌 気 培 養 す る こ と で 選 択 計 数 を 可 能

と し た ｡ こ の よ う に 漬 物 か ら IJeCOn0StOC属 菌 を 選 択 計

数 す る こ と を 可 能 に し た も の は 本 培 地 が 初 め て で あ り ､

漬 物 に お け る 微 生 物 叢 の 解 析 に は 非 常 に 有 効 な も の と 考

え ら れ る ｡

Enterococcus及 び pedlococcus属 菌 の 選 択 計 数 は

Ⅳト Enerococcus培 地 を 用 い る こ と に よ り ､ 目 的 外 の 細

菌 の 増 殖 は 顕 著 に 抑 制 を 受 け る と 共 に ､ EnEerococcu

S属 菌 は ト リ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ク ロ ラ イ ドの 還 元

に よ る 赤 色 コ ロ ニ ー の 形 成 ､ Ped1-ococcus属 菌 は 白 色

コ ロ ニ ー を 形 成 す る こ と ､ ま た ､ 増 殖 温 度 帯 が 37℃ で

あ る こ と を 利 用 し ､ 上 記 培 地 を 用 い て 37℃ ､ ′i日 間 好 気

培 養 す る こ と に よ り ､ そ れ ぞ れ の 乳 酸 菌 を 選 択 計 数 す る
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こ と を 可 能 と し た o

LactObacl'1us属 菌 の 選 択 計 数 は 市 販 さ れ て い る 選 択

計 数 培 地 で あ る LBS培 地 を そ の ま ま 利 用 す る と pedl'o c

occus属 菌 の 生 育 が み ら れ た の で ､ Pedl'ococcus属 菌 の

増 殖 を 抑 制 す る 目 的 か らLBS培 地 に 酢 酸 及 び 酢 酸 ナ ト リ

ゥ ム を 添 加 し た M-LBS培 地 (改 変 LBS培 地 ) を 新 た に

考 案 し た ｡ ま た ､ Lactobacl'11us属 菌 の 増 殖 温 度 特 性

か ら 30℃ ､ 4 日 間 好 気 培 養 す る こ と に よ り醗 酵 漬 物 か ら

Lactobaclllus属 菌 を選 択 計 数 す る こ と を 可 能 と し た ｡

以 上 の 結 果 に も と づ き 3種 類 の 選 択 計 数 培 地 を 用 い る

こ と に よ っ て ､ 醗 酵 漬 物 に 出 現 す る 各 乳 較 菌 群 の 選 択 計

数 が 可 能 と な っ た の で ､ 実 際 に キ ャ ベ ツ の 醗 酵 漬 物 に お

い て 検 討 を 加 え た と こ ろ ､ 有 用 な 結 果 を 得 る こ と が で き

た ｡ し た が っ て ､ 醗 酵 漬 物 の 乳 酸 菌 群 の 挙 動 を 解 析 す る

場 合 は ､ PES､ Ⅳト Enteroco c c u s､ Ⅳ卜 LBS培 地 を 組

み 合 わ せ た 方 法 を 利 用 す る こ と が 有 効 な 手 段 と 考 え ら れ

る ｡
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