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第 4章

正 常 な 醗 酵 漬 物 に お け る 微 生 物 及 び 化 学 的 変 化

醗 酵 漬 物 に お け る 亜 硝 酸 の 蓄 積 に よ る 異 常 醗 酵 を 論 ず

る 前 に ､ 正 常 に 醗 酵 し た 場 合 の 各 製 造 段 階 に お け る 微 生

物 及 び 化 学 的 変 化 を 調 べ て お く 必 要 が あ る ｡ そ こ で ､ 本

章 に お い て は 小 カ ブ を 原 料 野 菜 と し ､ 各 製 造 段 階 に お け

る 微 生 物 ､ 特 に 乳 酸 菌 と 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 挙 動 に つ い て

検 討 を 加 え ､ あ わ せ て ､ 醗 酵 漬 物 の 風 味 成 分 と し て 重 要

な 有 機 酸 の 変 化 に つ い て 検 討 を 加 え る こ と と し た ｡

第 1節 方 法

1.醗 酵 漬 物 の 調 製

約 10kgの 小 カ ブ に 対 し ､ 食 塩 を 最 終 濃 度 3.0% に な る

よ う に 添 加 し ､ 小 カ ブ 全 重 量 の 半 量 で あ る 約 5kgの 差 水

を 加 え ､ 一 晩 荒 潰 し た 後 ､ 水 洗 し ､ 再 び 盆 塩 が 3.0% に

な る よ う に 添 加 し た ｡ つ ぎ に /J､カ ブ と 同 重 量 の 重 石 を お

い た 後 ､ 28- 30℃ で 醗 酵 を 行 な っ た ｡

2.有 機 酸 の 定 量

醗 酵 漬 物 の 酸 度 は 0.02N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 用 い
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て 測 定 し ､ 乳 酸 と し て 算 出 し た ｡ ま た ､ 醗 酵 中 に お け る

有 機 酸 の 定 量 は 山 下 ら の 方 法 6 1 'に 準 拠 し ､ 有 楼 酸 類 を

ブ チ ル エ ス テ ル 化 し ､ ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ に よ り 分 析 し

た ｡ ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ は 島 津 GC4-B､ 検 出 器 は FID を

用 い て 行 な っ た ｡ 分 析 条 件 は 2m X 3mmガ ラ ス カ ラ ム ､ 5

%Reoplex 400 0n Chromosorb W AW ､60-80Mesh､Detec

ter と Injection温 度 は 235℃ ､ カ ラ ム 温 度 は 50℃ ､ 6分

保 持 後 ､ 210℃ ま で 6℃ /minで 昇 温 さ せ て 分 析 し た ｡ キ ャ

リ ア ー ガ ス は 窒 素 で 流 量 は 60ml/minで 行 っ た ｡

3.生 菌 数 の 測 定

一 般 細 菌 数 の 測 定 は ､ 醗 酵 漬 物 を 細 刻 し た 後 ､ 無 菌 的

に 約 10g採 取 し ､ ダ イ リ ュ 一 夕 - (ス パ イ ラ ル シ ス テ ム

イ ン ス ツ ル メ ン ツ ､ グ ラ ビ メ ト リ ッ ク ダ イ リ ュ 一 夕

- GD-150) で 100gに な る よ う 滅 菌 生 理 的 食 塩 水 を 添

加 し ､ ス トマ ッ カ ー (グ ン ゼ 産 業 ) を 用 い て 均 一 化 し た ｡

つ ぎ に ､ 常 法 ど お り 10倍 段 階 希 釈 を 行 な っ た 後 ､ 標 準

寒 天 培 地 (栄 研 化 学 ) を 用 い た 混 釈 法 に て 30℃ ､ 3日 間

培 養 後 ､ 計 数 し た ｡ 乳 酸 菌 数 は Tab上e 14で 示 し た GYP

白亜 寒 天 培 地 を 調 製 し ､ 混 釈 法 に て 30℃ ､ 3日 間 培 養 後 ､

周 辺 に ク リ ア ゾ ー ン を 有 す る コ ロ ニ ー を 計 数 す る こ と に

よ り行 な っ 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 て 28℃ ､ 3日 間 培 養 後 ､ 赤 変

コ ロ ニ ー を 計 数 す る こ と に よ り 行 な っ た ｡ ま た ､ 酵 母 は
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pDA寒 天 培 地 (栄 研 化 学 ) に 0･01% に な る よ う ク ロ ラ

ム フ エ ニ コ 一一ル を 添 加 し た 選 択 培 地 を 使 用 し ､ 28℃､

5日 間 培 養 す る こ と に よ り 行 な っ た ｡

Table 14 GYPmedium

Glucose

Yeastextract

Peptone

Meatextract

g

g

g

nコ

0

0

5

2

ii

Rii_

CH3COONa･3H20 2g
sa一tso山tion'1 5ml

Tween80solution'2 10ml

CaCO3 5g
agar 12g
dis.water lO OOm】

★1:MgSO 4 ･7H20 40mg,MnSO 4 ･4H20 2mg

FeSO ｡.7H20 2mg, NaC12mg /ml

'2:50mg/ml

4.細 菌 の 分 離 及 び 同 定

細 菌 の 分 離 は 各 計 数 培 地 よ り ､ 釣 菌 し た 後 ､ 主 に 普 通

寒 天 培 地 を 用 い て 純 粋 培 養 を 行 な っ た ｡ 特 に ー 乳 酸 菌 の

分 離 に 関 し て は ､ 3章 で 述 べ た 方 法 ､ す な わ ち ､ pES､

Ⅳト E∩terococcus､ Ⅳト LBS培 地 を 用 い る 方 法 に て 分 離

を 行 な っ た ｡ ま た ､ 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 分 椎 は 主 に 原 料 野

菜 や 醗 酵 開 始 時 の 小 カ ブ を 対 象 に 第 2章 で 記 述 し た 方 法 ､

す な わ ち ､ sAN寒 天 重 層 法 と レ プ リ カ 法 を 利 用 し た 方 法

で 行 な っ た ｡ 以 上 の 方 法 に よ り ､ 分 粧 さ れ た 菌 株 は 純 粋
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培 養 後 ､ コ ロ ニ ー の 形 態 ､ グ ラ ム 染 色 性 ､ 顕 微 鏡 観 察

(形 態 ､ 運 動 性 ､ 芽 胞 の 有 無 ) か ら ､ 約 280株 に 整 理 し ､

そ の 後 ､ OFテ ス ト ､ カ タ ラ ー ゼ ､ オ キ シ ダ ー ゼ テ ス ト

を 実 施 し ､ さ ら に 大 ま か な 群 に 分 け た 後 ､ そ れ ら の 代 表

的 な 菌 株 に つ い て 既 報 18 - 5 0'に 準 じ て 同 定 を 行 な っ た ｡

5.分 離 菌 株 の 耐 塩 性

供 試 菌 株 は あ ら か じ め 基 礎 培 地 ( ト リ プ チ ケ ー ス ペ プ

ト ン (BBL)0.5% ､ 酵 母 エ キ ス (Difco)0.25% ､ グ

ル コ ー ス 0.1% ､ pH 6.0)を 用 い て ､ 30℃ ､ 2 日 間 前 培

養 し た ｡ 耐 塩 性 を 見 る 際 は 食 塩 濃 度 が そ れ ぞ れ 0､ 2､ 4､

6､ 8% に な る よ う に 基 礎 培 地 に 添 加 し ､ 中 試 験 管 に そ

れ ぞ れ 10m lず つ 分 注 し ､ 滅 菌 し た ｡ つ ぎ に ､ 前 培 養 に

よ っ て 得 た 菌 液 を 均 一 に な る よ う 良 く 振 と う し た 後 ､ 上

記 各 培 地 に 無 菌 的 に そ れ ぞ れ 0.1m lず つ 接 種 し ､ 30℃ ､

48時 間 培 養 し た ｡ 培 養 後 ､ 分 光 光 度 計 で 660 nm に お

け る 濁 度 を 測 定 し ､ 対 照 に お け る 濁 度 と 食 塩 含 有 培 養 液

に お け る 濁 度 と の 比 か ら 耐 塩 性 を 表 現 し た ｡

6･分 維 菌 株 の pH耐 性

耐 塩 性 を 検 討 す る 際 に 用 い た 培 地 と 同 様 の 培 地 に て ､

供 試 菌 株 を 30℃ ､ 2 日 間 前 培 養 し た 後 ､ そ の 菌 液 を pH
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を そ れ ぞ れ 4･2､ 4･4､ 4･6､ 5･0､ 5･5に 調 整 し た 培

養 液 (10ml) に 無 菌 的 に 0･03mlず つ 接 種 し ､ 30℃ で

7日 間 培 養 し ､ 増 殖 の 有 無 を し ら べ た ｡

第 2節 結 果 及 び 考 察

1.醗 酵 中 に お け る 各 徴 生 物 群 の 消 長

小 カ ブ の 28℃ で の 醗 酵 中 に お け る 各 徴 生 物 群 及 び p H

の 変 化 を Fig. 11に 示 し た ｡ 醗 酵 開 始 時 ､ 下 漬 け 段 階 で

す で に 2.4× 105/ ml存 在 し て い た 球 状 乳 酸 菌 は 開 始 後

急 激 に 増 殖 し ､ 1 日 後 に は 3.8× 107 / m lに 達 し ､ そ れ

に と も な う 乳 酸 の 生 成 に よ りpHは 低 下 し 始 め ､ 原 料 野

菜 に 多 く付 着 し て い た グ ラ ム 陰 性 細 菌 は 減 少 し た ｡ 2日

冒 か ら は 梓 状 乳 酸 菌 が 増 殖 し 始 め ､ 3日 目 に は 108 / m l

を超 え る 菌 量 に 達 し､ pHは さ ら に 低 下 し ､ 6日 目 に 至 り ､

pHは 3.25に ま で 低 下 し た ｡ こ の 結 果 ､ 低 pH に 弱 い 球

状 乳 酸 菌 は 減 少 し ､ グ ラ ム 陰 性 細 菌 は 4 日 目 に は 死 滅 し

た ｡ 一 方 ､ 酵 母 は醗 酵 開 始 時 に お い て 7.8y iO2/ mlで あ っ

た が ､ pH が 低 下 し 始 め た 2 日 冒 以 降 か ら 急 激 に 増 殖 し ､

6日 目 に は 108/ mlに 達 し た ｡
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2.醗 酵 漬 物 に お け る 微 生 物 叢 変 化

醗 酵 の 経 過 に し た が っ て 浸 液 よ り 分 乾 し た 細 菌 の 同 定

を試 み た と こ ろ ､ 醗 酵 初 期 (0 - 2 日 日 ) に 分 推 さ れ た 微

生 物 の 多 く は 球 状 乳 酸 菌 で ､ そ の 他 に .V l c,ococ c u s ､ Pse

udom onas､ Enterobacteriaceaeに 属 す る 細 菌 ､ 少

数 菌 と して コ リ ネ 型 細 菌 ､ E,W /n lL7属 菌 が 分 推 さ れ た ｡
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醗 酵 中 期 (3- 5 日 日 ) に な る と 球 状 乳 酸 菌 は 減 少 し ､

梓 状 乳 酸 菌 が 優 勢 と な り ､ 少 数 の 酵 母 が 分 粧 さ れ 始 め ､

以 後 増 加 し た ｡ 醗 酵 後 期 (6- 8 日 日 ) に 達 す る と 微 生

物 叢 は 比 較 的 安 定 し ､ 梓 状 乳 酸 菌 以 外 の 細 菌 は ほ と ん ど

死 滅 し､ 梓 状 乳 酸 菌 と 酵 母 か ら な る 単 純 な 構 成 と な っ た ｡

っ ぎ に ､ 分 離 さ れ た 代 表 的 な 菌 株 に つ い て 形 状 ､ グ ラ ム

染 色 性 ､ 生 化 学 性 状 に つ い て 調 べ ､ さ ら に 詳 し く 同 定 し

た と こ ろ ､ 球 状 乳 酸 菌 と し て は I,euc.mesenterol'des､

Enterococcus faecall'S､ Ped.pentosaceusと 同

定 さ れ た ｡ ま た ､ 梓 状 乳 酸 菌 の ほ と ん ど は IJaCt.Planla

ruJ刀 で あ っ た ｡ そ れ ら 乳 酸 菌 の 性 状 に つ い て は Tab上e

15に 示 し た ｡ 乳 酸 菌 以 外 の 細 菌 に つ い て 同 定 し た と こ

ろ そ の 代 表 的 な 菌 株 の 多 く は MIcrococcus varl'ans､ Pse

udomonas fluoTeSCenS､ Pseudom onas sp.､ コ

リ ネ 型 細 菌 で ､ E nterobacteriaceaeに 属 す る 細

菌 と し て は Erwl'nl'a sp .､ Enterobacter aero

genes､ EnteI-0bacter cloacaeな ど で あ っ た ｡ な お ､

そ れ ら の 菌 株 の 性 状 に つ い て は ､ Table 16に 示 し た ｡

ま た ､ 分 推 さ れ た 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の う ち 代 表 的 な も の を

Table 17に 示 し た ｡
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Table 15 Characteristicsofisolated 一acticacid bacteria

Li LZ L3 L4

Gram

CeH

MotHlty

Catalase

Oxldase

OFtest

Growth at

15℃

37℃

45℃

SurvNe 60℃/30mln

Growth atpH

4,4

8.6

9.6

Sllme formation from sucrose

NHSfrom Arginine

Esculin hydrolysIS

LactlCacid

FInaJpH

Acid from ArablnOSe

GIucose

Lacose

Ma】tose

MannitoI

Raffinose

Rhamnose

SaHcin

Sorblt0l

Sucrose

XyFosp

Gasfrom G山

+ + + +

S S S R

F ド

十 十

十

十

十

+ -I

+ +

+

+

+

+

D(-) n_

4.3 3.8

+ ⊥

+ +

丁 +

+ 十

十 丁

十

F ド

+ +

十 十

+ +

+ +

+ T

DL DL

4.0 3.8

+

十 十

十 十

⊥ +

+ +

† 十 十 T

･十 十 十

S:Sphere R:Rod

Ll:LeuconostocmesenteroI'des LZ:Enterococcusfaec/um

L3:PedI'ococcuspentosaceus L4:Lactobacl//usp/antarum

■■Hr=
~〇〇~
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Table16 Characteristicsofisolatedstrainsfrom fermentedturnlPS

AI AZ AZZ A23

Gram

Cell

Spore

MotlHty

Flagella

PIgment

Fluorescent plgment

Catalase

Oxidase

OFtest

DecompositJOn Of

geaatln

starch

esculln

a｢glnlne

Growthin

MacConkeymedia

SSmedia

KCNmedia

Mediaat42oc

V.P.reaction

Asslm‖ation ofcltrate

lndole

Nitnte from nitrate

Acld From Arabinose

Lactose

Maltose

MannltOI

Sallicln

SorbltOI

Sucrose

Xylose

+

S R

+

+

+

+

+ +

十

〇 〇

+ 十

+

R R

十

+ +

十

〇 〇

十 十

+

十 十 + 十

十 + +

+

+

十

+

十

十 十 十

十 +

S:Sphere R:Rod

Al :M/'crococcus var/tans AZ :Pseudomonasf/uorescens

A22:Coryneform bacteria A23:PSeUdomonaSSP･
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Table 17 Microbia]characteristicsofnitrite produciT7g

bacterialstrainsisolatedfrom turnlPS

GPI GP3 GP5 C7 C24 EI E Z E6 E7

G｢am

Cell

ト113tility

Catalase

Oxidase

OFtest

Spore

PiomentJヽ

Fluo｢escentplgment

Growthat42℃

VPreactJ'on

lPA

Hasproduction

Citrate

Ge一atinhydrolysIS

Starchhyd｢○lysis

Escu=nhydrolysis

Lyslnedeca｢boxylase

O｢nithjnedecarboxylase

Acidfrom GJucose

Arabinose

Rhamnose

Xytose

Lactose

Sucrose

+ + +

S R R R R R R R R

+ + + + + +

+ + + + + + + + +

+ + +

O F 0 O 0 F F ド ド

+

+ +

+ +

+ + +

+

+ + + + ー + + +

+ + + ⊥ + + +

+

+ +

+ + + + + + + + +

+ + + + 十 + + +

+ T + +

+ ⊥ + + + + + +

+ + + +

S:Sphere R:Rod

GPl:MI'crococusvarI'ans GP3:Coryneformbacteria GP5:BacJ'//ussp･

C7:PseudomonasSPI C24:Pseudomonassp･ El:EnterobarterC/Oacae

E2:Enterobacteraerogenes E6:CI'trobacterfreund// E7:Erw/nI'asp･
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3.分 離 菌 株 の 耐 塩 性 及 び pH耐 性

醗 酵 漬 物 の 製 造 開 始 時 に お い て は 食 塩 を 散 布 す る 関

係 上 ､ 一 時 的 に 高 濃 度 の 食 塩 環 境 下 に 置 か れ る の で ､ 微

生 物 は そ の 耐 塩 性 の 差 異 に よ り ､ 淘 汰 さ れ る こ と が 予 想

さ れ る ｡ そ こ で ､ 分 離 し た 代 表 的 な 菌 株 を 用 い て そ れ ら

の 耐 塩 性 に つ い て 調 べ た と こ ろ ､ Fig. 12で 示 す 結 果 を

得 た ｡ す な わ ち ､ コ リ ネ 型 細 菌 ､ pseudom onas s

p.､ pseudom onas fluorescensは 食 塩 濃 度 が 4.0

0/.で は ほ と ん ど 増 殖 で き な く な っ た が ､ Ml'crococcus

varlanS､ EnteI･Obacter aerogenes､ Entero

bacter cloacaeは 食 塩 濃 度 が 8.00/Oに お い て も 生 育 可

能 で 食 塩 に 対 す る 耐 性 を 示 し た ｡

ま た ､ 耐 塩 性 と 同 様 に ､ 分 離 菌 株 の pH 耐 性 に つ い て

調 べ た の が Table 18で あ る ｡ 醗 酵 初 期 か ら 中 期 に か け

て 減 少 死 滅 し た 細 菌 は 始 め に コ リ ネ 型 細 菌 ､ pseudomon

as属 菌 ､ Ml'Crococcus属 菌 で ､ つ ぎ に ､ Enterobact

eriaceaeに 属 す る 細 菌 で あ っ た が ､ こ れ ら の 順 序 と 同

様 な pH耐 性 に 関 す る 強 弱 の 差 異 が 見 ら れ ､ コ リ ネ 型 細

菌 は pH5.0の 培 養 液 中 で 1週 間 以 内 で は 生 育 は 認 め ら れ

ず ､ pseudomonas属 菌 ､ M l'crococcus属 菌 は pH4.6

で は 生 育 で き た が ､ pH4.4で は 生 育 で き な か っ た ｡ し か

し､ Enl･aerogene s､ E n l.cloacaeは pHJ .4で も 生

育 可 能 で pH4.2以 下 に な っ て 生 育 で き な く な っ た ｡ し た

が っ て ､ 正 常 な 醗 酵 漬 物 の 微 生 物 叢 変 化 に お い て ､ E ｡t

erobacteriaceaeに 属 し て い る 菌 種 が 長 く 生 存 し 得 た
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の は こ の 高 い 耐 塩 性 と pH耐 性 に 帰 因 す る も の と 考 え ら

れ た ｡
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Fig.12Salttoleranceofbacteriaisolatedfrom turnlPS

Bacteriawere cultivated in mediacontaimng

certainamountsofNaClat30℃ for48 hr

● :M/'crococcusvarI'ansGPI O:coryneform bacteria GP3

△:Pseudomonassp.C7 ▽:Pseudomonasf/uorescensC24

T :EnterobacteraerogenesE2 ^ :EnterobacterC/OacaeEl
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Table18 EFfectsofpH onthe growthofvariousbacteria

isolatedfrom turnlPSOrfermentedturmps

pH

4.2 4.4 4.6 5.0 5.5

Corynebacter/rum sp.GP3

Micrococcusvar/PansGPl + + +

PseucbT7Cy7aSf/ucrescensC24 + + +

EnterobacteraerogenesE2 + + + +

EnterobacterC/OacaeEl + + + +

ThecultivationwascarriedoutinPYG mediaatindicated pH

at30oC.SymboJsindicatenogrowthwithin7day(-), growth

within7days(+)

4. 醗 酵 漬 物 の 各 種 有 機 酸 の 消 長

漬 物 の 醗 酵 中 に お け る 各 種 有 機 酸 の 消 長 に つ い て 調

べ た 結 果 を Fig. 13に 示 し た ｡ 醗 酵 開 始 時 に お い て ､ 乳

酸 ､ コ ハ ク 酸 ､ 酢 酸 は そ れ ぞ れ 20mg/ 100g､ 7.5m

g/ 100g､ 4.0mg/ 100gで あ っ た が ､ 醗 酵 の 進 行 に

と も な っ て ､ そ れ ぞ れ 増 加 し ､ 2日 冒 以 降 か ら は 急 激 に

増 加 し た ｡ そ し て ､ 6日 目 に は そ れ ぞ れ 1120mg/ 100

g､ 16.0mg/ 100g､ 38.5mg//100gに 逢 し た ｡ こ

れ ら は い ず れ も 微 生 物 ､ 特 に 乳 酸 菌 の 増 殖 及 び 活 動 の 結

果 と 考 え ら れ る ｡ 一 方 ､ 醗 酵 開 始 時 に 13.0mg/ 100g
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存 在 し て い た リ ン ゴ 酸 は 3日 目 に 痕 跡 程 度 と な り､ 4 日

冒 以 降 は 検 出 さ れ な く な っ た が ､ こ れ は ､ マ ロ ラ ク チ ッ

ク醗 酵 な ど に よ り 微 生 物 に 利 用 さ れ た も の と 考 え ら れ た ｡

Boo
LJ6Lu
(P
P
t:
3
!T3
t2一

u
e
ul
La
Ll10
)

s
P
.3t:
3
!u
t2

6｣○

0
0 2 4

Days o ffermenta tion

Fig.13 Changesintheamountoforganicacids

dur)ngfermentationofturnJPS

O:Lacticacid ●:Aceticacid

△:Succinicacid ▽:MaJicacid

第 3節 要 約
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本 章 に お い て は カ ブ を 対 象 に ､ 正 常 な 醗 酵 が 行 な わ

れ た 場 合 の 微 生 物 叢 の 変 化 ､ 特 に ､ 乳 酸 菌 ､ 亜 硝 酸 生 成
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細 菌 に つ い て 調 べ ､ 主 要 な 分 離 菌 株 を 同 定 し た 〇 そ の 結

果 ､ サ ワ ー ク ラ ウ ト な ど と 同 様 に ､ 醗 酵 初 期 に は 乳 酸 菌

で は 球 状 乳 酸 菌 の I/euc.mesenterol'des､ EnieI･OC 0

ccus faecall'S､ Ped.pento saceusが 出 現 し ､ 乳 酸

菌 以 外 で は コ リ ネ 型 細 菌 ､ MIcrococcus､ Pseudomon

as､Enterobacter､ Erwl'nja属 菌 が 分 離 さ れ て お り ､

そ の 多 く は 亜 硝 酸 生 成 能 を 有 し て い た ｡ そ し て ､ 中 期 以

降 に な る と 梓 状 乳 酸 菌 の L,act.plantarum な ど が 主 要

細 菌 と な り ､ 初 期 に 出 現 の 見 ら れ た pseudom onas､

EnteI･Obacter属 菌 は 減 少 ､ 死 滅 し た ｡ こ の よ う な 微 生

物 叢 の 変 化 は Pedersonら の サ ワ ー ク ラ ウ ト の 醗 酵 に 関

与 す る 微 生 物 の 報 告 2い 28) と ほ ぼ 一 致 し て お り ､ 正 常 な

醗 酵 経 過 を た ど っ た 醗 酵 漬 物 で あ れ ば ､ 他 の 醗 酵 漬 物 に

お い て も 同 様 な 傾 向 と な る こ と が 予 想 さ れ る ｡ こ の よ う

な微 生 物 叢 の 変 遷 は そ れ ぞ れ の 細 菌 が 有 し て い る 耐 塩 性 ､

p H耐 性 と 醗 酵 の 経 過 に 従 っ て 生 成 さ れ る 乳 酸 量 に 大 き

く影 響 さ れ る こ と が 予 想 さ れ る の で ､ 野 菜 原 料 や 醗 醍 .i責

物 か ら 分 離 し た 菌 株 を 対 象 に そ れ ぞ れ の 耐 塩 性 ､ pH 耐

性 を 調 べ た と こ ろ ､ 醗 酵 初 期 に 減 少 ､ 死 滅 す る 傾 向 の 見

ら れ た 細 菌 の 多 く は pH 耐 性 も 低 い も の が 多 く ､ 醗 酵

中 期 以 降 に 優 勢 菌 と な る L,aclobacl'JJus属 菌 な ど は

pH耐 性 も 高 い も の が 多 か っ た ｡ 従 っ て ､ 正 常 に 醗 酵 が

進 行 し て い る 漬 物 に お け る 微 生 物 叢 の 変 化 に は 乳 酸 の 生

成 に と も を う pH の 変 化 が 第 一 義 的 に 関 与 し て い る も の

と考 え ら れ る ｡
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第 5章

醗 酵 漬 物 に お け る 亜 硝 酸 の 蓄 積 と 異 常 醗 酵

発 酵 漬 物 の 製 造 過 程 に お け る 微 生 物 の 挙 動 が 発 酵 漬 物

の 品 質 に 大 き な 影 響 を 及 ぼ し て い る こ と に 注 目 し ､ 特 に

影 響 が 大 き い と 思 わ れ る 亜 硝 酸 生 成 細 菌 と 各 乳 酸 菌 群 の

選 択 計 数 に 関 し て は ､ 2､ 3章 ま で に お い て 検 討 を 加 え ､

正 常 醗 酵 に お け る 微 生 物 の 変 化 に つ い て は 4 章 に お い て

検 討 を 加 え た ｡ そ こ で ､ 本 章 に お い て は ､ 今 ま で の 成 果

を も と に ､ 発 酵 漬 物 に お け る 亜 硝 酸 の 蓄 積 と 異 常 発 酵 に

関 し ､ 特 に ､ 細 菌 の 増 殖 と の 関 連 に つ い て 検 討 を 加 え た ｡

第 1節 方 法

1.漬 物 の 調 製

原 料 野 菜 と し て 約 10kgの カ ブ を 使 用 し た ｡ そ れ ら を 良

く洗 浄 し た 後 ､ ホ ウ ロ ウ 製 の タ ン ク に 入 れ ､ 野 菜 重 量 に

対 し 3% 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 野 菜 重 量 の 半 量 の 食 塩 濃 度 3% の

差 し水 を し た ｡ 一 晩 ､ 室 温 で 荒 潰 し ､ 軽 く 洗 浄 し た 後 ､

荒 漬 け 後 の カ ブ 重 量 に 対 し 同 重 量 の 3% 食 塩 水 を 加 え ､

本 潰 と し ､ 20℃ で 醗 酵 を 行 な っ た ｡ 試 料 は 良 く 撹 拝 し

た 潰 液 か ら 必 要 な 時 に 採 取 し ､ 測 定 に 供 し た ｡
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2.細 菌 数 の 計 数 及 び 分 誰 菌 株 の 同 定

原 料 野 菜 の 細 菌 調 査 に 用 い た 試 料 原 液 は 細 刻 し た 試 料

を ス トマ ツ カ ー 用 の 袋 に 10g採 取 し ､ 滅 菌 リ ン 酸 緩 衝 液

90mlを 入 れ iL:後 ス トマ ッ カ ー を 用 い て 均 一 化 す る こ と

に よ っ て 得 た ｡ ま た ､ 醗 酵 漬 物 の 場 合 は 潰 液 か ら 10 m

lを 採 取 し ､ 滅 菌 リ ン 酸 緩 衝 液 90mlの 入 っ た 滅 菌 ビ ン に

加 え ､ 良 く 混 和 す る こ と に よ っ て 得 た ｡ 生 菌 数 は そ れ ぞ

れ の 試 料 原 液 の 10倍 段 階 希 釈 を 行 な っ た 後 ､ 標 準 寒 天

培 地 (栄 研 化 学 ) を 用 い ､ 表 面 塗 抹 法 に よ り 30℃ ､ 2 日

間 培 養 す る こ と に よ っ て 得 た ｡ グ ラ ム 陽 性 細 菌 数 は 選 択

培 地 と し て 0.25% に な る よ う に 2- フ ェ ニ ル エ チ ル ア ル

コ ー ル を 添 加 し た 標 準 寒 天 培 地 を 用 い ､ 30℃ ､ 4 日 間 培

養 後 出 現 し た コ ロ ニ ー 数 か ら 算 出 し た ｡ グ ラ ム 陰 性 細 菌

数 は CVT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 数 か ら 算 出 し た ｡ 乳 酸 菌 数

の 測 定 は ､ 第 3章 で 報 告 し た 培 地 を 組 み 合 わ せ る 方 法 を

用 い て 行 な っ た ｡ ま た ､ 亜 硝 酸 生 成 細 菌 は 第 2章 で 示 し

た sAN寒 天 重 層 法 を 使 用 し た ｡ な お ､ 亜 硝 酸 生 成 菌 が 全

体 の う ち に 占 め る 割 合 を 見 る 際 は ､ 生 菌 数 を 計 数 し た 標

準 寒 天 培 地 平 板 か ら 無 作 為 に 約 200株 を 分 離 し ､ 硝 酸 還

元 能 を 常 法 に よ っ て 調 べ る と 共 に ､ Berge)･'s M a∩u

al18 ･ 19 ' 及 び cowanの 成 書 6 '2)を 参 考 に 同 定 を 行 な い ､

原 料 野 菜 ,/I,カ ブ に 付 着 し て い る 細 菌 及 び 亜 硝 酸 生 成 細 菌

の 分 布 状 況 を 調 べ た ｡
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3.亜 硝 酸 の 定 量 及 び pHの 測 定

漬 液 に 生 成 す る 亜 硝 酸 の 定 量 方 法 の 概 略 は Fig ･14に

示 す 通 り で あ る が ､ 検 液 に 至 る ま で の 前 処 理 に お い て ､

漬 物 を 出 発 材 料 と す る 場 合 に は 葉 緑 素 の 影 響 を 避 け る た

め に 調 製 し た ア ル ミ ナ ク リ ー ム で 処 理 を 行 な い ､ 培 養 液

を 出 発 材 料 と す る 場 合 は Normanら の 方 法 6 3) を 改 良 し

た 祐 川 ら 61)の 除 蛋 白 剤 (A ･.90gチ オ シ ア ン 酸 ア ン モ ニ

ウ ム ､ 80g塩 化 第 2水 銀 / 11蒸 留 水 ､ B :250g酢 酸

亜 鉛 / 11蒸 留 水 ) を 用 い て 蛋 白 質 を 除 去 し ､ 検 液 を 調 製

し た ｡ つ ぎ に 検 液 に 対 し ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド 溶 液 (20g

ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド､ 50mlリ ン 酸 (80% ) /11蒸 留 水 )

を作 用 さ せ て ジ ア ゾ 化 を 起 こ さ せ ､ 引 き 続 き 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 540nm

で 比 色 定 量 す る こ と に よ っ て 行 な っ た 61)｡

ま た ､ T)Hの 測 定 は 電 極 法 に よ り 行 な っ た C
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20gofvegetables,=quidpartofpickle

ト

[
50ml f川 up

5mlofculturemedia

60mI,pH9,0.1Mammon山mbuffe｢

10gof Homogenate

10mlammonium buffer

25mlaLminacream

diswater

5mJAsol.

SmlBso一.

diswater

20ml fill up

0.5mlof0.5% H202 SOl.

5,Omlof2.00/osulfanylamidesoL

0.5mJofNEDAsol.

Absorbanceat540nm

Asol:90gofAmmonium thiocyanate,80gofMercury bichloride/1lwater

Bsol.:250gofZincacetate/1lwater

NEDA:0.5gN-(トNaphthyl)ethylenediaminedihydrochlo｢ide/100mJwater

Ammonium buffer:50gofammoniumchlorideandammon山mwater/1Iwater,pH9･6

Fig.14Analyticalmethod ofNO {
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4.亜 硝 酸 存 在 下 で の 細 菌 の 増 殖 度 の 測 定

供 試 菌 株 は Tab上e 19に 示 し た 15株 で あ る ｡ そ れ ら の

う ち 13株 は 漬 物 原 料 野 菜 及 び 醗 酵 漬 物 よ り 当 研 究 室 で

分 離 同 定 し た 保 存 菌 株 で ､ 2株 は 譲 与 さ れ た 菌 株 で あ る ｡

培 養 に は ト リ プ チ ケ ー ス ペ プ ト ン 5g､ 酵 母 エ キ ス 2.

5g､ グ ル コ ー ス 1g､ 蒸 留 水 11の 組 成 の 基 礎 培 地 を 用

い ､ pH を 5.0及 び 6.4に 調 整 し ､ そ れ に 亜 硝 酸 濃 度 (N

o2-Nと し て 計 算 ) と し て 最 終 的 に ､ 0､ 10､ 20､ 50､

100〃 g/ m lと な る よ う に 無 菌 涼 過 し た 亜 硝 酸 ナ ト リ ウ

ム 溶 液 を 添 加 し た ｡ つ ぎ に そ れ ら に 前 培 養 し た 細 菌 を 約

104 / m lと な る よ う に 接 種 し､ 30℃ で 24時 間 培 養 し た ｡

増 殖 の 程 度 は 濁 度 法 に よ り 660nm の 吸 光 度 を 測 定 し た

値 で 表 し た ｡ 亜 硝 酸 濃 度 の 違 い に よ る 増 殖 抑 制 の 差 は 亜

硝 酸 無 添 加 の 場 合 の 吸 光 度 を 100と し た 場 合 と 比 較 し て

表 し た ｡
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Table19 Listofstrainsusedinthisexperiment

Strains Source

pseudomonasf/uorescens

pseudomonasf/uorescens

Enterobacteraerogenes

EnterobacterC/Oacae

K/ebsI'e//apneumonI'ae

〟/crococcuSVar/anS

Baci//ussubt/I//'s

Leuconostocmesentero/'des

LeuconostocmesenteroI'des

Enterococcusfaeca//'s

Enterococcusfaec/'um

Ped/'ococcuspentosaceus

Pe〟/ococcusac/♂//act/C/

LactobacI'//usp/antarum

Lactobaci//usp/antarum

p-24

p-40

E-2

E-4

E-8

M-4

B-7

1FO12060

L-ll

ML-8

ML-12

ML-4

ML-5

ATCC8014

L-4

Vegetable

Vegetable

Vegetabトe

Vegetable

Vegetable

Vegetable

Vegetable

Fermentedpickles

Fermentedpickles

Fermentedpickles
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第 2節 結 果 及 び 考 察

1.醗 酵 過 程 に お け る 亜 硝 酸 量 ､ pH､ 細 菌 数 の 変 化

醗 酵 漬 物 の 製 造 初 期 に は 潰 液 中 に 亜 硝 酸 の 生 成 が 兄 い

だ さ れ る が ､ 通 常 は 乳 酸 醗 酵 に よ る pHの 低 下 に と も な

い 亜 硝 酸 は 消 失 す る の が 一 般 的 で あ る c L か し ､ 時 に ､

亜 硝 酸 が 過 度 に 生 成 し ､ 乳 酸 醗 酵 が 円 滑 に 進 行 し な い 場
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合 が あ る ｡ F ig･ 15は 正 常 に 醗 酵 が 進 行 し た 場 合 の pH

及 び 亜 硝 酸 濃 度 の 変 化 に つ い て 示 し た も の で ､ 亘 硝 酸 濃

度 は 醗 酵 開 始 後 1 日 後 に N O 2 - N濃 度 と し て ､ 約 60 〃 g

/ mlに 達 し た が ､ 2 日 後 以 降 は 急 速 に 減 少 し た ｡ ま た ､

pHは 開 始 時 は 6･2で あ っ た が ､ 乳 酸 の 生 成 に よ り 2日 後

に は 4.2と な り ､ 4 日 後 に は 4.0以 下 と な っ た ｡ 同 様 に ､

Fig.16は そ の 際 の 細 菌 の 挙 動 に つ い て 調 べ た 結 果 で あ

る が ､ 醗 酵 が 正 常 に 進 行 し た 場 合 は ､ 乳 酸 菌 数 は 急 速 に

増 殖 し 2日 後 に は 108 / m lに 達 し た ｡ ま た ､ 亜 硝 酸 生 成

細 菌 を 多 く 含 む グ ラ ム 陰 性 細 菌 数 は 2日 後 に 106/ mlに

達 し た が ､ そ れ 以 降 は 急 激 に 減 少 し ､ 4 日 後 に は ほ と ん

ど検 出 さ れ な く な っ た ｡

Fig･15 ChangesofpH and NO 2-N concentrationinthe brine

dur暮ng idealfermentationoftUrnlPSat20℃●:NO 2-Nconcentration ▲ :pH
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Fig.16Populationchangesin一acticacid bacteriaand Gram-negative

bacteriainthe brinedurlng idealfermentationofturnlps

at20℃

● :tota一bacteria O:Lacticacid bacteria

△:Gram-negative bacteria

つ ぎ は 亜 硝 酸 が 過 度 に 蓄 積 し た た め に ､ 乳 酸 醗 酵 が 円

滑 に 進 行 せ ず ､ 異 常 醗 酵 を 起 こ し た 場 合 の pH及 び 亜 硝

酸 濃 度 の 変 化 を Fig. 17に 示 し た ｡ 図 か ら も 明 ら か な よ

う に ､ 亜 硝 酸 濃 度 は 急 速 に 増 加 し ､ 1 日 後 に 約 150〃 g

/ m l､ 4 日 後 に は 最 高 の 420/a g/ m lに 達 し た ｡ そ れ 以

降 は 徐 々 に 減 少 し た が ､ 8 日 後 に お い て も 320Flg/ m i

の 亜 硝 酸 が 残 存 し て い た ｡ pHは 徐 々 に 低 下 す る 傾 向 を

示 し た が ､ 2日 後 は 6.2､ 4 日 後 は 6.0に と ど ま り ､ 8 日
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後 で 漸 く 5･0以 下 と な っ た ｡ 同 様 に ､ 細 菌 の 挙 蔓,H =つ い

て 調 べ た 結 果 が Fig.18で ､ グ ラ ム 陰 性 細 菌 数 Li開 始 時

か ら や や 多 く ､ 105 / m lあ り ､ 2日 後 は 108/ m iに 達 し

た ｡ そ れ 以 降 も 醗 酵 が 正 常 な 場 合 の よ う な 急 激 を 減 少 は

見 ら れ ず ､ 6 日 後 か ら 徐 々 に 減 少 し 始 め ､ 8 日 後 に な っ

て loヰ / m l以 下 に な っ た ｡ ま た ､ 乳 酸 菌 は 2 日 後 に な っ

て も 108/ m lに は 達 せ ず ､ そ の 後 も 107 / m lレ ベ ル で

推 移 し た ｡

0 2 4 6
Daysoffermentation

Fjg･17 ChangesofpH andNO 2-N concentrationinthe brine

durlngundesirablefermentationofturnlPSat20℃

● :NO 2-Nconcentration ▲ :pH
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Fig･18 Populationchangesinlacticacid bacteriaand Gram

-negativebacteria inthe brinedunng undesJlrable

fermentationofturmpsat20cc

● :tota一bacteria O:Lacticacid bacteria

△:Gram-negative bacteria

醗 酵 が 正 常 に 進 行 し た 場 合 と 亜 硝 酸 の 蓄 積 に よ り ､ 異

常 醗 酵 と な っ た も の の 各 細 菌 群 の 菌 数 変 化 に つ い て は 既

に 述 べ た ｡ そ こ で ､ つ ぎ に そ れ ぞ れ の 場 合 の 菌 叢 の 変 化

に つ い て 調 べ た も の が Fig. 19､ Fig. 20で あ る ｡

醗 酵 が 正 常 に 進 行 し た 場 合 は Fig. 19に し め す と お り

で あ る が ､ 製 造 開 始 時 に は PSeUdom ona5属 菌 が 主 要 蘭
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で あ っ た が ､ 1 日 経 過 後 は Lactobacl'11us属 菌 が 優 勢

菌 と な っ た ｡ 一 方 ､ 醗 酵 異 常 を 起 こ し た 漬 物 の 場 合 は Fi

g. 20に 示 す 通 り で あ る ｡ す な わ ち ､ 醗 酵 開 始 時 は M l'c

roco ccu s属 菌 や Pseudomonas属 菌 が 主 要 菌 で あ る が ､

2､ 4 日 後 に は E nとerobacteriaceaeに 属 す る 細 菌 が

優 勢 と な り ､ 8 日 後 に な っ て ､ よ う や く Lactobacl'

llus属 菌 が 優 勢 菌 と な る な ど ､ 亜 硝 酸 が 菌 叢 の 変 化 に

大 き な 影 響 を 及 ぼ し て い る こ と が わ か っ た ｡
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Ŝ
t2
P

0 20 40 60
%

80 100

Fig.20 ChangesinmicrofLorainthe brinedurlng

theundesirabJefermentationofpickHng

turnlPSat20℃

2.原 料 野 菜 の 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 分 布

亜 硝 酸 生 成 用 菌 の 多 く は 原 料 野 菜 に 由 来 す る こ と か ら ､

カ ブ に 付 着 し て い る 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 構 成 菌 に つ い て 調

べ ､ そ の 結 果 を T able 20に 示 し た ｡ 無 作 為 に 分 推 し ､

同 定 し た 186株 の う ち グ ラ ム 陽 性 細 菌 で は _V l'crococc

us属 菌 が 多 く 分 離 さ れ ､ グ ラ ム 陰 性 細 菌 で は Pseudom

onas属 菌 ､ FlavobacEerllu m属 菌 や E nterobac[eri
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a｡｡aeに 属 す る 細 菌 が 多 く分 離 さ れ た ｡ ま た ､ 全 分 維 菌

株 の う ち ､ 28･70/Oが 亜 硝 酸 生 成 細 菌 で ､ P seudom on a

5属 菌 と E nterobacteriaceaeに 属 す る 細 菌 が 主 要 菌

で あ っ た ｡ P seudo m onas属 菌 で は 55.90/.､ E nterob

acteriaceaeに 属 す る 細 菌 で は 全 て の 菌 株 が 亜 硝 酸 生

成 能 を 有 し て い た ｡

Tab一e 20 Distribution ofnitrite producing bacteria onthe surface of

freshturnlPS

Genera or family Numberofnitrite Numberofnitritenot Percentageof

produclngbacteriaproduclngbacteria nitriteproduclng

bacteria

MI'crococcus

Bac/I//us

Coryneform bacterI'a

Pseudomonas

A/Ca/I'genes

Ac/'netobacrer

andMoraxe//a

F/avobacterI'um

Xathomonas

Enteobacteriaceae

2.6(%)

50.0

0.0

55.9

25.0

0.0

0.0

0.0

100.0

28.7
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3. 亜 硝 酸 が 各 種 細 菌 の 増 殖 に 及 ぼ す 影 響

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

に対 象 と し ､ 亜 硝 酸 が 細 菌 の 増 殖 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て

検 討 を 加 え ､ そ の 結 果 を Table 21､ Table 22に 示 し

た ｡ 醗 酵 開 始 時 の pHが 中 性 付 近 で の 増 殖 に 及 ぼ す 影 響

を調 べ る 目 的 か ら pH6.4の 状 態 で 見 た と こ ろ ､ 原 料 野 菜

に 多 く付 着 し て い る グ ラ ム 陰 性 細 菌 の な か の Pseudom o

nas fluoI･eSCen S P-24株 と p-40株 は 亜 硝 酸 濃 度 が

100〃 g/ mlの 場 合 に お い て も 増 殖 は 抑 制 さ れ な か っ た ｡

EnteI･Obacter aerogenes E-2株 ､ E.C1oacae E

-4株 は 亜 硝 酸 の 濃 度 が 高 ま る に つ れ ､ 増 殖 抑 制 を 受 け る

傾 向 は 見 ら れ る が ､ 100〃 g/ mlの 亜 硝 酸 濃 度 で も 約 50

% の 抑 制 を 受 け た に 過 ぎ な か っ た ｡ 醗 酵 に 関 連 の 深 い 乳

酸 菌 の う ち ､ ieuconostoc mesente1-C.1'des IFO 1

2060と L -11株 は 増 殖 が 抑 制 さ れ る 傾 向 が 認 め ら れ た

が ､ そ の 他 の 供 試 乳 酸 菌 は そ れ ほ ど 強 い 抑 制 は 受 け な か っ

た ｡

つ ぎ に ､ 醗 酵 初 期 の 状 態 と し て ､ pH5.Cで の 影 響 に つ

い て み た と こ ろ Ps.fluorescens P-24株 お よ び p-4

0株 は 10FLg/ m lで 増 殖 が 阻 害 さ れ ､ E.aerogen e s

E-2株 ､ E.cJoacae E-4株 お よ び KlebslelJa pneu

mo nlae E-8株 に お い て は 20p g/ m lで わ ず か に 増 殖

が 見 ら れ た も の の 50〃 g/ m l以 上 で は 増 殖 は 見 ら れ な

か っ た ○ 乳 酸 菌 の 供 試 株 で は pH6.4の 場 合 と 同 様 ､ エe u
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C.mesenterol'des IFO 12060と L-11株 の 増 殖 が 印

刷 さ れ る 傾 向 が 認 め ら れ た が ､ 他 の 乳 酸 菌 の 供 試 株 に お

い て は 亜 硝 酸 濃 度 が 高 く て も 比 較 的 弱 い 抑 制 に と ど ま っ

た ｡ し た が っ て ､ 以 上 の 各 供 試 菌 株 の 増 殖 に 対 す る 亜 硝

酸 の 影 響 か ら ､ 低 濃 度 の 亜 硝 酸 は 醗 酵 に と も な う pHの

低 下 に よ り ､ 漬 物 中 の 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 増 殖 を 強 く 抑 制

す る こ と が 考 え ら れ ､ 醗 酵 の 進 行 に は 都 合 が よ い も の と

考 え ら れ る ｡ し か し ､ 過 度 の 亜 硝 酸 は 中 性 域 で 亜 硝 酸 生

成 細 菌 に は そ れ ほ ど 影 響 を 与 え な い が ､ 乳 酸 菌 な ど の 増

殖 に 影 響 を 与 え る も の と 考 え ら れ ､ し た が っ て ､ p H の

低 下 が 遅 延 し ､ 醗 酵 が 正 常 に 進 行 し な い も の と 考 え ら れ

る ｡
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Table21 Effectofnitriteonthegrowthofbacteriarelated

tofermentedvegetablsatpH6･4at20oC

NO 2-Njig/mI

Strains O 10 20 50 100

Pseudomonasf/uorescens

Pseudomonasi/uorescens

Enterobacteraerogenes

EnterobacterC/Oacae

K/ebsI'e/apneumonI'ae

MI'crococcusVarians

Bac/'//ussubtI'/I'S

p-24 100 104 105 108 112

p-40 100 98 97 98 102

E-2 100 108 104 54 50

E-4 100 103

E-8 100 102

M-4 100 82

B-7 100 75

Leuconostocmesentero/'des ]FO12060 100 44

LeuconostocmesenteroI'des L-11 100 40

Streptococcusfaeca//'s

Streptococcusfaec/'um

Ped/'ococcuspentosaceus

PedI'ococcusacI'di/actI'cI-

Lactobac/'//usp/antarum

LactobacI'//usp/antarum

ML8 100 86

ML-12 100 94

ML4 100 88

ML-5 100 92

ATCC8014 100 100

L-4 100 88

94 60 48

98 96 69

66 62 43

52 43 29

38 30 21

36 28 20

69 52 32

92 83 62

82 73 59

90 54 38

87 78 63

84 62 29

Growthratio-(OD.66./OD.66.NO2 0FLg/ml)×100､Growthratiovvas

measuredafter24hincubation
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Table22 Effectofnitriteonthegrovvthofbacteriarelated

tofermentedvegetablsatpH5･Oat20oC

NO2-N/∠g/ml

Strains O 10 20 50 loo

Pseudomonasf/uorescens P-24

Pseudomon∂5仇ノOreSCen5 p-40

Enterobacteraerogenes E-2

EnterobacterC/Oacae E-4

K/ebs/'e/apneumonI'ae E-8

M/'crococcusvar/fans M-4

Baci//ussubt/'/Its B-7

LeuconostocmesenteroI'des IFO12060

LeuconostocmesenteroI'des Lll

Enterococusfaeca/I's ML-8

EnterococusfaecI'um ML-12

PedI'ococcuspentosaceus ML-4

PedI'ococcusacI'dI'/actI'ci ML-5

Lactobac/'//usp/antarum ATCC8014

LactobacI'//usp/antarum L-4

100 0 0 0 0

100 0 0 0 0

100 99 36 0 0

100 78 6 0 0

100 72 31 0 0

100 11 0 0 0

100 8 0 0 0

100 10 8 5 0

100 9 7 5 2

100 51 16 0 0

100 58 37 18 0

100 91 90 67 9

100 92 81 30 7

100 86 72 43 22

100 87 78 45 29

Growthratio- (OD .66./ OD .66.NO20〃g/ml)×100,

Growthratiowasmeasuredafter24hincubation.
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第 3節 要 約

醗 酵 漬 物 に お い て ､ 亜 硝 酸 の 蓄 積 に よ り 正 常 な 醗 酵 が

進 行 せ ず ､ pHの 低 下 が 遅 延 す る 原 因 に つ い て 検 討 を 加

え た ｡ 亜 硝 酸 の 蓄 積 の 原 因 と 考 え ら れ る 亜 硝 酸 生 成 細 菌

の 挙 動 を 調 べ た 結 果 ､ 原 料 野 菜 に 付 着 し て い る 細 菌 の う

ち､ 28.7% の も の が 亜 硝 酸 生 成 能 を 有 し て お り ､ 特 に ､

pseudomonas属 菌 や Enterobacteriaceaeに 属 す る

細 菌 が 主 要 な 亜 硝 酸 生 成 細 菌 で あ っ た ｡ つ ぎ に ､ 原 料 野

菜 や 醗 酵 漬 物 か ら 分 離 し た 細 菌 を 対 象 に 亜 硝 酸 が 細 菌 の

増 殖 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て 調 べ た と こ ろ ､ Pseudo m c n

as属 菌 や Enterobacter属 菌 は 醗 酵 が あ る 程 度 進 行 し

た pH5.0近 辺 に お い て は 亜 硝 酸 が 共 存 す る と 増 殖 は 抑 制

さ れ る 傾 向 が 見 ら れ た が ､ 醗 酵 開 始 時 に お け る pH6.4近

辺 に お い て は ほ と ん ど 抑 制 さ れ な か っ た ｡ 一 方 ､ 乳 酸 菌

の 増 殖 に 対 す る 亜 硝 酸 の 影 響 を み た と こ ろ ､ 醗 酵 初 期 に

出 現 す る Leuconostoc属 菌 の 増 殖 が 抑 制 さ れ や す い 傾

向 が 認 め ら れ た ｡ し た が っ て ､ 漬 物 製 造 開 始 時 に お い て ､

原 料 野 菜 に 由 来 す る 亜 硝 酸 生 成 用 菌 ､ な か で も ､ pSeU♂

omonas属 菌 や Enterobacler属 菌 な ど が 通 常 と 異 な り ､

急 速 に 増 殖 し た 場 合 ､ 過 度 の 亜 硝 酸 が 生 成 さ れ て ､ 初 期

に 出 現 す る Leuconosloc属 菌 な ど の 球 状 乳 酸 菌 の 増 殖

が 印 刷 さ れ ､ そ の た め に 乳 酸 の 生 成 に と も な う pHの 低

下 が 遅 延 し ､ 異 常 醗 酵 を 起 こ す も の と 判 断 し た ｡
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