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第 9章

ア リ ル イ ソ チ オ シ ネ - ト に よ る

漬 物 の 醗 酵 制 御

漬 物 の 異 常 醗 酵 の 原 因 の 一 つ で あ る 亜 硝 酸 生 成 細 菌 を

抑 制 し､ 安 定 的 な 醗 酵 を 行 な う た め の 一 つ の 方 法 と し て ､

第 8章 で は 温 和 加 熱 を 利 用 し た 醗 酵 制 御 法 に つ い て 検 討

を 加 え ､ 有 効 な 方 法 で あ る こ と を 明 ら か に し た ｡ 第 9章

で は 同 様 に グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 生 育 を 抑 制 し ､ 醗 酵 を 制 御

す る 方 法 と し て カ ラ シ の 主 成 分 で あ る ア リ ル イ ソ チ オ シ

ア ネ ー ト(以 後 ､ A ITC と 呼 称 )を 利 用 し た 方 法 に つ い て

検 討 を く わ え た ｡

近 年 ､ 植 物 由 来 の 蒸 留 成 分 に 抗 菌 性 の あ る こ と が 多 く

報 告 さ れ る よ う に な っ て い る が ､ カ ラ シ の 主 要 な 刺 激 成

分 で あ る AITC は カ ブ ､ キ ャ ベ ツ ､ ワ サ ビ な ど を 含 む

Brassl'ca属 の 野 菜 に 含 ま れ て い る グ ル コ シ ノ レ ー ト が

酵 素 の ミ ロ シ ナ - ゼ に よ り 分 解 を 受 け ､ 生 じ る 揮 発 性 成

分 で あ る 8 1 ) ｡ Beuchatは l0/.の カ ラ シ を 添 加 し た 培 地

で は vl'br1-0 parahaemolyljcusの 増 殖 が 抑 制 さ れ た

こ と を 報 告 し 85)､ Goi et alは AITCを 寒 天 培 地 に 添

加 し た 場 合 の 抗 菌 力 は わ ず か で あ っ た が ､ ガ ス 状 で 微 生

物 に 接 触 さ せ た 場 合 は 顕 著 な 抗 菌 力 を 示 し た こ と を 報 告

し て い る 8 6 ) ｡ ま た ､ Kanem aru eE a/は Slaphy/

ococcus aLlreLIS や EscheI･1-chl'a coll'の 生 育 に 対 す
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る カ ラ シ の 効 果 は 静 菌 的 で あ っ た が ､ Pseudomonas

aerugl'nosaに 対 し て は 殺 菌 的 で あ っ た こ と を 報 告 し て

い る 8 7)｡ さ ら に ､ 太 田 ら は 広 島 莱 債 に お い て AITCは

乳 酸 菌 に 対 し て は 制 菌 効 果 を 示 し た に 過 ぎ な か っ た が ､

グ ラ ム 陰 性 細 菌 に 対 し て は 5mg/100mlで 殺 菌 効 果 を 示

し た こ と を 報 告 し て い る 8 8 ) ｡

こ の よ う に ､ AITCの 抗 菌 力 は 培 地 に 添 加 す る 形 態 よ

り気 相 で 微 生 物 に 接 触 さ せ た 方 が よ り 強 く あ ら わ れ ､ そ

の 抗 菌 ス ペ ク ト ラ ム は グ ラ ム 陰 性 細 菌 や 酵 母 に 対 し て は

強 い 抗 菌 力 を 示 す が ､ 乳 酸 菌 や グ ラ ム 陽 性 細 菌 に 対 し て

は 弱 い 傾 向 の あ る こ と を 示 し て い る ｡

ま た ､ Itoh et alは 漬 物 に 利 用 さ れ て い る 野 菜 の 多

く に AITCが 含 ま れ て い る こ と を 報 告 し 89)､ Karki

et alは 塩 漬 中 の グ ラ ム 陰 性 細 菌 と 大 腸 菌 は ､ 食 塩 ､ 乳

酸 醗 酵 と Brassl'ca属 野 菜 に 含 ま れ て い る A ITCの 共 同

作 用 で 生 育 が 阻 害 さ れ た も の と 推 察 し て い る 9 0 ) ｡ 以 上

の こ と か らAITCを 適 切 に 使 用 す れ ば 漬 物 の 醗 酵 制 御 に

利 用 で き る こ と を 示 唆 し て い る ｡ そ こ で ､ 第 9章 で は ガ

ス 状 の AITCを 漬 物 の 醗 酵 制 御 に 利 用 し た 場 合 の 効 果 に

つ い て 検 討 を 加 え た ｡

第 1節 方 法

1. 材 料
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本 試 験 で 使 用 し た AITC は 黒 カ ラ シ の 種 子 よ り水 蒸 気

蒸 留 に よ っ て 得 ら れ た も の で ミ ド リ 十 字 株 式 会 社 か ら 譲

与 さ れ た も の を 使 用 し た ｡ ま た ､ 醗 酵 漬 物 を 製 造 す る 際

は 原 料 用 野 菜 と し て カ ブ を 用 い た ｡

2. 使 用 菌 株

本 試 験 に お い て は ､ 菌 株 と し て 以 下 の も の を 使 用 し た

が ､ ieuconostoc mesenlerol'des L-ii､ Entero

coccus faecalls ML18､ Pedl'ococcus pentosac

eus M L14､ Pedl'O coccus ac]'dl-1actlcI M L-5､

IJaCt0bacl'llus plantarum L-4､ Bacl'Jlus subt

l'll's B-7､ Klebsl'ella pneumonl'ae E-8､ FIBvo

bacEerl'um 1uEeus M -3､ Pseudomonas fluores

cens P-24､ EnterobacteI･ aer0geneS E-6､ E

nterobacter cloacae TFC-1018､ Saccharomy

ces cerevlslae TFC-3002 は 原 料 野 菜 あ る い は 醗

酵 漬 物 か ら 分 離 し ､ 当 研 究 室 に お い て 同 定 し た も の で あ

り ､

Lactobacl'JJus brevJ's IFO3345と pl'chJ●a me

mbranaefacl'ens IFO0189は IFO よ り譲 与 さ れ た

も の を 使 用 し た ｡
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3.醗 酵 漬 物 の 調 製

市 販 の カ ブ を 購 入 し洗 浄 し た 後 ､ Fig.35に 示 す よ う

に ガ ラ ス 製 の デ シ ケ ー タ ー に カ ブ を 約 10個 入 れ ､ 蓋 で

密 閉 し た 後 ､ ガ ス 濃 度 が 4.8〃 g/m lと な る よ う 調 整 し

た ガ ス 状 の AITC で 7.5､ 15､ 30分 間 還 流 装 置 を 使 用

し て カ ブ を 処 理 し た ｡ つ ぎ に ､ カ ブ 重 量 と 同 量 の 3.0%

食 塩 水 を 加 え た 後 ､ 15℃ で 醗 酵 を お こ な っ た ｡ 醗 酵 中

は 適 当 な 間 隔 で ､ 検 体 を 採 取 し ､ pH ､ 亜 硝 酸 濃 度 ､ 微

生 物 の 測 定 に 供 し た ｡

waterbath(30℃) Refluxpump Desiccator

Fig.35 Apparatus for AITC refluxing
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4.ガ ス 状 AITCの 抗 菌 活 性 の 測 定

一 般 細 菌 を 対 象 と し た 場 合 は 標 準 寒 天 培 地 (栄 研 ) ､

乳 酸 菌 の 場 合 は MRS寒 天 培 地 (Difco)､ 酵 母 を 対 象 と

し た 場 合 は YM 寒 天 培 地 (Difco)を あ ら か じ め 径 90mm

の 滅 菌 シ ャ ー レ に 調 製 し て お き ､ そ れ ぞ れ 培 地 表 面 に 被

験 株 を 塗 探 し た ｡ つ ぎ に 0-2.0mgの AITCを 30×30

mm の 涼 紙 に 含 浸 さ せ た も の を シ ャ ー レ の フ タ の 内 側 に

貼 付 し ､ そ れ に 被 験 株 を 塗 抹 し た シ ャ ー レ を 倒 置 し た ｡

そ し て ､ ビ ニ ー ル テ ー プ で ガ ス 状 の AITCが 漏 れ な い よ

う に 密 閉 し た 後 30℃ で 5日 間 培 養 し ､ そ の 間 に お け る 被

験 菌 株 の 生 育 状 況 を 観 察 し ､ そ の 有 無 を 十 ､ -で 表 現 し

た ｡

5.微 生 物 叢 の 計 数

漬 物 の 醗 酵 経 過 に お け る 微 生 物 叢 の 菌 数 変 化 を 調 べ る

際 は 以 下 の よ う に 行 な っ た ｡ 試 料 調 製 を す る 際 は ､ 試 料

の 漬 物 カ ブ を 時 間 経 過 毎 に 1個 採 取 し ､ 滅 菌 包 丁 で 無 菌

的 に 細 刻 し た 後 ､ 均 一 に し ､ そ の 中 か ら 10gを ス トマ ッ

カ ー 袋 に 入 れ ､ 滅 菌 リ ン 酸 緩 衝 液 (pH 6.8)を 90m lを

注 加 し ､ ス トマ ッ カ ー に よ り1分 間 微 生 物 の 抽 出 を 行 な っ

た ｡ そ の 後 ､ 同 様 の リ ン 酸 緩 衝 液 を 用 い て ､ 10倍 段 階
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希 釈 を 行 な い ､ 測 定 用 の 試 料 を 調 製 し た ｡ つ ぎ に ､ 一 般

生 菌 数 は プ レ ー ト カ ウ ン ト ア ガ - (Difco)を 用 い ､ 35

℃ ､ 48時 間 培 養 後 ､ グ ラ ム 陽 性 細 菌 は 0.25% 2-フ ェ ニ

ル エ チ ル ア ル コ ー ル 加 プ レ ー ト カ ウ ン ト ア ガ - を 用 い ､

35℃ ､ 48時 間 培 養 後 ､ 出 現 し た コ ロ ニ ー を 計 数 し た ｡

グ ラ ム 陰 性 細 菌 は CVT寒 天 培 地 (日 水 製 薬 ) を 用 い ､ 3

0℃ ､ 72時 間 培 養 後 ､ 赤 変 コ ロ ニ ー を 計 数 し た ｡ 大 腸 菌

群 数 は デ ソ キ シ コ レ ー ト培 地 (栄 研 化 学 ) を 用 い ､ 重 層

さ せ た 後 ､ 35℃ ､ 24- 48時 間 培 養 後 ､ 典 型 的 な 赤 色 コ

ロ ニ ー を 計 数 す る こ と に よ っ て 得 た ｡ ま た ､ 乳 酸 菌 は 炭

酸 カ ル シ ウ ム を 含 む GYP培 地 (第 4章 参 照 ) を 用 い ､ 35

℃ ､ 72時 間 培 養 後 ､ コ ロ ニ ー の 周 囲 に ク リ ア ゾ ー ン を

有 す る コ ロ ニ ー を 計 数 し ､ 乳 酸 菌 数 と し た ｡ 酵 母 及 び カ

ピ は O.010/.と な る よ う ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル を 添 加 し

た YM 寒 天 培 地 (Difco)を 用 い ､ 30℃ ､ 72時 間 培 養 後

計 数 し た ｡

6.分 離 菌 株 の 同 定

各 培 地 よ り分 推 し た 菌 株 は ､ 細 胞 の 形 状 ､ グ ラ ム 染 色

性 ､ 糖 の 発 酵 性 ､ 生 育 温 度 ､ OF試 験 ､ カ タ ラ ー ゼ ､ オ

キ シ ダ ー ゼ 反 応 な ど の 性 状 を も と に ､ Bergey's Manu

al ｣ 8 ･｣ 9)を 参 考 に し ､ 同 定 を 行 な っ た ｡
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7.AITC及 び 亜 硝 酸 の 分 析

還 流 さ せ た ガ ス 状 の AITC濃 度 の 測 定 は 以 下 の 方 法 に

ょ り行 な っ た ｡ す な わ ち ､ ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ と し て 島

津 GC-14A を 用 い ､ 検 出 器 は FIDを 使 用 し た ｡ カ ラ ム

は 3mm X 3m の ガ ラ ス カ ラ ム を 用 い ､ supportは shim

alit｡ W (島 津 ) ､ 液 相 は SBS-200(島 津 ) の も の を 使

用 し た ｡ 分 析 条 件 は イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 温 度 200℃ ､ カ

ラ ム 温 度 120℃ ､ キ ャ リ ア ー ガ ス と し て ヘ リ ウ ム を ､ 用

い ､ 流 量 50ml/minで 行 な っ た ｡ 試 料 の AITCガ ス は 還

流 装 置 と デ シ ケ ー タ ー の 間 に お い て セ ブ タ ム を 介 し て ガ

ス タ イ ト シ リ ン ジ で 500〃 1探 取 し ､ た だ ち に 分 析 に 供

し た ｡ 亜 硝 酸 の 分 析 は 第 5章 に 記 述 し た 方 法 に 準 じ て 行

な っ た ｡

第 2節 結 果 及 び 考 察

1.ガ ス 状 AITCの 抗 菌 ス ペ ク ト ラ ム

ガ ス 状 の AITCの 抗 菌 ス ペ ク ト ラ ム を 調 べ た 結 果 を Ta

ble29に 示 し た ｡ 漬 物 由 来 の 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 一 つ で あ

る Ps.(1uo,escensや Enlerobacter aerogeneSを

含 む グ ラ ム 陰 性 細 菌 は 0.5mg/ pelri dlShで 増 殖 が 抑

制 さ れ ､ 酵 母 も 同 濃 度 で 抑 制 さ れ た が ､ L,euc･m es e n Ee

,ol･desや Lact.p/antarumな ど の 乳 酸 菌 は い ず れ の 菌
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株 も 1.5mg/ petri dishで は 抑 制 さ れ ず ､ 2.0mg/ p

etri dishで 増 殖 が 抑 制 さ れ た ｡ こ れ は ､ 太 田 ら の 広 島

菜 演 に AITC を 利 用 し た 場 合 の 結 果 8 8) と 同 様 の 傾 向 を

示 し た ｡

Table29 Antimicrobialactivityofa=yIISOthiocyanatebyvapor

onmicroorganismsderivedfrompickles

AlTC(mg/petridish)

Strains 0 0.050.100.250.501.00 1.502.00

Leuc.mesentero/'des

Enterococcusfaeca//'s

Ped.penrosaceus

Ped.acI'd/'/acticJ'

Lact.p/antarum

Lact.brevI's

8.subti//'s

K/.pneumonI'ae

F/./ureus

Ps.f/uorescens

E.co/I'

L-11 +

ML-8 +

ML-4 +

ML-5 +

ト4 +

lFO3345 +

B-7 +

E-8 +

M-3 +

p-24 +

E-1 +

EnterobacEeraerogenesE-6 +

EnrcrobacrerC/Oacae TFC1018 +

P.membranaefaciens LFO0189 +

S.cerev/'S/rae TFC3002 +

+ + +

+ + +

+ + +

+ + +

+ + +

+ + +

+ + +

十 十 十

+

+ + +

+ + +

+ + +

+ + +

+ + +

+ 十 十

+ + +

+ + +

+ + +

+ + +

+ 十 +

+ + +
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2. ガ ス 状 AITCを 曝 露 し た カ ブ の 微 生 物 叢 の 変

化

原 料 野 菜 の カ ブ を 密 閉 ガ ラ ス 容 器 に 入 れ た 後 ､ ガ ス 状

の AITC (4.8〃 g/ml air)を 導 入 し ､ 30分 間 曝 露 さ

せ た 場 合 の カ ブ に 付 着 し て い る 微 生 物 の 生 残 に つ い て 検

討 し た 結 果 を Table 30に 示 し た ｡ AITCで 処 理 す る 前

は Enterococcus､ L,actobacllllus､ Ml'Crococcu

s､ FlavobacteI･1'um､ Pseudomonas､ Enterobac

ter､ Klebsl･ella属 の 細 菌 ､ 酵 母 ､ カ ビ な ど ､ 多 く の

種 類 の 微 生 物 が カ ブ に 付 着 し て お り ､ 特 に ､ グ ラ ム 陰 性

細 菌 の Pseudomonas属 細 菌 や FlavobacteI･1um属 細

菌 が 多 く分 粧 さ れ た ｡ AITCを 30分 間 処 理 し た 後 は ､ グ

ラ ム 陰 性 細 菌 の 多 く が 死 滅 し た が ､ 乳 酸 菌 を 含 む グ ラ ム

陽 性 細 菌 は 生 残 す る 傾 向 の あ る こ と が 認 め ら れ た ｡

Fig. 36は 同 様 に カ ブ に ガ ス 状 の AITCを 曝 露 さ せ た

場 合 の 生 残 菌 数 の 変 化 を 示 し た も の で あ る ｡ グ ラ ム 陰 性

細 菌 数 は 処 理 前 は 約 8× 105/ gで あ っ た が ､ 7.5､ 15､

30分 間 処 理 後 は そ れ ぞ れ ､ 5× 10｣､ 5)く103､ 102/ g

ま で 減 少 し た ｡ 真 菌 数 及 び 大 腸 菌 群 数 は ほ ぼ 同 様 の 減

少 傾 向 を 示 し ､ 約 5× 103/gか ら 7.5､ 15分 間 処 理 後 に

は そ れ ぞ れ 103 ､ 5× 102/gま で 減 少 し ､ 30分 間 処 理 し

た 場 合 は 10以 下 に 減 少 し た ｡ 一 方 ､ グ ラ ム 陽 性 細 菌 数

は 処 理 前 は 約 7× 107/gで ､ 15､ 30分 間 処 理 後 に お い

て も 105 ､ 10-I / gが 生 残 し て お り ､ 乳 酸 菌 を 含 む グ ラ ム
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陽 性 細 菌 は AIT C に 対 し て 抵 抗 性 を 有 し て い る こ と を 確

認 す る こ と が で き た ｡

Table30 Changesofmicrofloraonturmpstreatedwithallyl

isothiocyanate by vaporcontact

beforetreatment aftertreatment(30min.)

bacteria numbr of bacteria numヒだr Of

isdatedstrains isdatedstrairu

Enterococcus

Lactobac/'//us

ル〃crococcuS

Co｢ynefo｢ms

F/avobacterI'um

Pseudomonas

Enterobacter

K/ebs/'e//a

Molds

Yeasts

Unknown

Total

4

3

8

4

ll

24

9

6

2

2

7

80

Enterococcus

Lactobac/I//us

〟/crococcuS

Co｢ynefo｢ms

PSeUdomon∂s

Unknown

Total

4

3

2

～

2

5

VaporconcentrationofAITCis4.8LLg/mlair
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Fig.36 Effectofa=ylisothiocyanatevaporon

themicroorganJ'smsontheturmps

VaporconcentrationofAITC is4･8〟g/ml

OI.Gram-positives ●:Gram-negatives
△ :Coliforms ▲ :Fungl

3.ÅITC処 理 し た カ ブ の 醗 酵 に お け る 微 生 物 叢 の 変 化

Fig. 37は ガ ス 状 の AITC (4.8〃 g/ml air)で 7.5､

15､ 30分 間 処 理 し た カ ブ を 15℃ で 醗 酵 さ せ た 場 合 の 醗

酵 液 中 の 各 紹 菌 数 の 変 化 を 示 し た も の で あ る ｡

生 菌 数 変 化 (a)は 軽 処 理 区 及 び 7.5分 間 処 理 区 の も の
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は 徐 々 に 菌 数 が 増 加 し､ 3日 目 に は 約 108/mlに 達 し ､ 1

5､ 30分 間 処 理 区 の も の は 5日 目 に約 108/mlに 還 し た ｡

グ ラ ム 陽 性 菌 数 (b)及 び 乳 酸 菌 数 (C)の 変 化 を 見 た と こ ろ ､

生 菌 数 の 変 化 と ほ ぼ 同 様 の 経 過 を 示 し て お り ､ こ れ ら の

細 菌 が 主 要 菌 叢 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た ｡ 一 方 ､ 亜

硝 酸 生 成 細 菌 を 多 く含 む グ ラ ム 陰 性 細 菌 (d)の 場 合 は 無

処 理 区 で は 醗 酵 開 始 後 ､ 3日 目 に 108/mlに 達 し た 後 ､ 6

日 目 に な っ て 10/m l以 下 に 減 少 し た ｡ 一 方 ､ 7.5､ 15､

30分 間 処 理 し た 区 の も の は 醗 酵 開 始 時 に お い て す で に 6

× 101､ iX 102､ 9 × 10/mlに な っ て お り､ 醗 酵 開 始

後 4あ る い は 5日 目 に は い ず れ の も の も 10/ml以 下 に 減

少 し た ｡
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Fig.37-a Changesofviab一ece‖countsoftota一bacteriaon

turmpstreatedwithvaporofa=y;sothiocyanate

durlngfermentationat15℃

VaporconcentrationofAITC is4.8〟g/mlair●:contro‖nontreated) ○:treatedfor7.5min
▲ :treatedfor15min △ :treatedfor30min
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Fig.371b ChangesofviableceHcountsofGrampositiveson

turnlpstreatedwithvaporofaHyLSOthiocyanate

durlngfermentationat15oC

VaporconcentrationofAlTC is418FLg/mIair●:control(nontreated) ○:treatedfor7.5min
▲ :treatedfor15min △ :treatedfor30min
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Fig.37-c changesofviablece‖CountsofLacticacidbacteria

onturnlPStreatedwithvaporofaHylSOthiocyanate

durlngfermentationat15℃

VaporconcentrationofAITC is4･8jig/｢両ajr●:control(nontreated) ○:treatedfor7.5min
▲:treatedfor15min △:treatedfor30min
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Fig.37-d Changesofviablece=countsofGram negこてiveson

turnlPStreatedvvithvaporofanylSOthiocyanate

dur-ngfermentationat15oC

VaporconcentrationofAJTC is4.8jig/mlair●:control(nontreated) ○:treatedfor7.5min
▲:treatedfor15min △ :treatedfo｢30min
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4.AITC処 理 し た カ ブ の 醗 酵 中 に お け る pH及 び 亜 硝 酸

濃 度 の 変 化

Fig. 38は AITC処 理 し た カ ブ の 醗 酵 中 に お け る 醗 酵

液 の pH変 化 を 示 し た も の で あ る ｡ 醗 酵 開 始 時 に お け る

pH は 約 6.4で 無 処 理 の も の は 徐 々 に 低 下 し ､ 3､ 4､ 6

日 目 で そ れ ぞ れ pH6.0､ 5.4､ 4.4と な っ た が ､ AIT

c処 理 (4.8〃g/mlair)を 7.5あ る い は 15分 間 処 理 し た も の

は 無 処 理 の も の よ り も 急 速 に pHの 低 下 が み ら れ ､ 3あ る

い は 4 日 目 に は pH4.0と な っ た ｡ し か し ､ AITC処 理 を

30分 間 行 な っ た も の は 無 処 理 の も の よ り も pHの 低 下 が

遅 延 し た ｡ 以 上 の こ と か ら ､ 適 度 の AITC処 理 は 亜 硝 酸

生 成 細 菌 を 含 む グ ラ ム 陰 性 細 菌 な ど の 生 育 を 抑 制 す る 結

果 ､ 無 処 理 の も の よ り も 乳 酸 醗 酵 を 促 進 す る が ､ 過 度 の

AITC処 理 は 乳 酸 菌 の 生 育 を も 抑 制 す る た め ､ 無 処 理 の

も の よ り も pHの 低 下 が 遅 延 す る こ と が 明 ら か と な っ た ○

っ ぎ に ､ 乳 酸 醗 酵 に 影 響 を 及 ぼ し て い る 亜 硝 酸 の 消 長 に

つ い て 調 べ た 結 果 を Fig. 39に 示 し た ｡ AITC無 処 理 の

も の は 2日 目 に 90〃g/mlと 最 大 濃 度 に 達 し た 後 は 徐 々

に 低 下 し ､ 5日 目 に は 1〃g/m l以 下 と な っ た ｡ つ ぎ に ､

AITC処 理 を 7.5分 間 行 な っ た 場 合 は ､ 最 大 濃 度 が 43/∠

g/m lに 達 し た 後 ､ 低 下 し ､ 15分 間 処 理 を 行 な っ た も の

は 最 大 濃 度 が 25〃g/mlに 達 し た 後 ､ 低 下 し た ｡ 一 方 ､

AITC処 理 を 30分 間 行 な っ た も の は わ ず か な 量 し か 亜 硝

酸 の 生 成 は 見 ら れ な か っ た ｡
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し た が っ て ､ 以 上 の こ と か ら 漬 物 の 醗 酵 に 際 し て ÅIT

cで 適 度 に 野 菜 を 気 相 処 理 す る こ と に よ っ て 醗 酵 を 制 御

す る こ と が 可 能 で あ る こ と を 示 唆 す る 結 果 を 得 る こ と が

で き た ｡

2 4
Daysoffermentation

Fig･38 ChangesofpH inthebrineoffermentedturnlPS

treatedwithvaporofa=ylisothiocyanatedurlng

fermentationat15℃

VaporconcentrationofAlTC is4･8fig/mlair+:control(nontreated) 0:treatedfor7.5min
▲ :treatedfor15min △:treatedfor30min
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Fig･39 Changesofnitriteconcentrationinthe brineof

fermentedturnlPStreatedwithvaporofa岬

isothiocyanateduringfermentationat15oC

VaporconcentrationofAITC is 4･8JJg/mlair
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▲ :treatedfor15min △:treatedfor30min
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第 3節 要 約

ア リ ル イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト を 利 用 し た 醗 酵 漬 物 の 微 生

物 制 御 に 関 す る 検 討 を 行 な っ た ｡ 主 に ､ 漬 物 原 料 野 菜 及

び 醗 酵 漬 物 よ り 分 離 し た 菌 株 を 対 象 に AITCの 気 相 接 触

に よ る 抗 菌 活 性 を 調 べ た と こ ろ ､ A ITC は 被 験 菌 株 の 大

部 分 の も の を 阻 害 し た ｡ 特 に ､ グ ラ ム 陰 性 細 菌 や 酵 母 は

AIT C に 対 し て 感 受 性 が 高 く ､ 0.5mg/petri dishで

増 殖 が 阻 害 さ れ た が ､ 乳 酸 菌 は 阻 害 を 受 け に く い 傾 向 が

認 め ら れ た ｡ ガ ラ ス 製 デ シ ケ ー タ に カ ブ を 入 れ ､ ガ ス 状

の A ITC を 接 触 さ せ る 処 理 (4.8〃 g/m l air)を 行 な っ

た と こ ろ ､ 処 理 前 に カ ブ に 多 く見 ら れ た グ ラ ム 陰 性 細 菌

や 酵 母 の 多 く は 減 少 ､ 死 滅 し た が ､ 乳 酸 菌 の 多 く は 生 死

す る こ と が 認 め ら れ た ｡ ガ ス 状 の A ITC で 適 度 に 処 理 し

た カ ブ を 醗 酵 さ せ た 場 合 の 微 生 物 叢 ､ 亜 硝 酸 濃 度 及 び p

Hの 変 化 に つ い て 調 べ た と こ ろ ､ 乳 酸 醗 酵 に 影 響 を 及 ぼ

す 亜 硝 酸 生 成 細 菌 を 多 く含 む グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 増 殖 や 亜

硝 酸 の 生 成 が 抑 制 さ れ た 一 方 で ､ 乳 酸 菌 の 増 殖 及 び pH

の 低 下 が 認 め ら れ た ｡ し た が っ て ､ 以 上 の こ と か ら ､ 漬

物 の 醗 酵 に 際 L AITCで 適 度 に 野 菜 を 気 相 処 理 す る こ と

に よ っ て ､ 醗 酵 を 制 御 す る こ と が 可 能 で あ る こ と を 示 唆

す る 結 果 を 得 る こ と が で き た ｡
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第 10章

土/Ll巾じ＼

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 ｡ わ が 国 で は 糠 漬 1 )

､ 13)､ す ぐ き 潰 Il)､ す ん き 漬 15-2 3)､ か ぶ 漬 21) し

ぼ 債 な ど が 知 ら れ て い る ｡

近 年 ､ 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 や 醗 酵 さ せ た 野 沢 菜 の 復 活 に 対 す る 試 み

も 行 な わ れ る よ う に な っ 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 ｡

漬 物 の 醗 酵 は 微 生 物 叢 ､ 醗 酵 温 度 ､ 食 塩 濃 度 ､ 酸 化

還 元 電 位 ､ 糖 濃 度 な ど 様 々 な 要 因 に よ っ て 影 響 を 受

け て い る ｡ 醗 酵 漬 物 の 異 常 醗 酵 や 変 敗 は 多 く の 場 合 ､ 醗

酵 温 度 や 食 塩 濃 度 の 調 整 不 調 の 場 合 や 有 害 微 生 物 の 混 入

に 起 因 し て い る ｡ 漬 物 の 異 常 に 関 す る 報 告 の ほ と ん ど は

製 品 の 軟 化 お よ び 膨 張 に 関 す る も の で ､ 亜 硝 酸 生 成 菌 に

起 因 す る 醗 酵 異 常 に 関 す る 研 究 は 行 な わ れ て い な か っ

た ｡

本 研 究 は ､ 漬 物 の 醗 酵 に 及 ぼ す 亜 硝 酸 生 成 稚 菌 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
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制 御 技 術 を 確 立 す る こ と を 目 的 と し て 行 な わ れ た ｡

本 研 究 で 得 ら れ た 成 果 は 次 の と お り で あ る ｡ 研 究 成 果

は ､ ほ と ん ど の も の が 新 規 の も の で あ り ､ 以 下 に 研 究 の

経 過 と 得 ら れ た 成 果 の 概 略 を 示 し 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 し た (第 2章 ) ｡

醗 酵 漬 物 に お い て 醗 酵 が 正 常 に 進 行 し な い 原 因 に つ い

て 検 討 す る 際 ､ 浅 漬 類 の 保 存 中 に 亜 硝 酸 生 成 細 菌 に よ り

多 量 の 亜 硝 酸 が 生 成 す る 事 実 や 亜 硝 酸 が 細 菌 の 増 殖 抑 制

効 果 を 有 す る こ と な ど に 注 目 し ､ 醗 酵 漬 物 の 製 造 に お け

る 醗 酵 初 期 の 亜 硝 酸 濃 度 の 変 化 に つ い て 調 べ た ｡ そ の 結

果 ､ 正 常 に 醗 酵 が 進 行 し な か っ た も の は 通 常 の も の よ り

亜 硝 酸 濃 度 が か な り高 い こ と が わ か っ た ｡ そ こ で ､ 亜 硝

酸 生 成 に 関 与 し て い る 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 量 的 な 変 化 が 漬

物 に お け る 微 生 物 叢 及 び 乳 酸 の 生 成 に 影 響 を 及 ぼ し て い

る も の と 考 え ら れ る の で ､ は じ め に 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 計

数 法 に つ い て 検 討 を 加 え た ｡

亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 計 数 に 関 し て は MPN法 を 用 い る の が

一 般 的 で あ る が ､ MPN法 は 操 作 が 煩 経 で あ る と と も に 亜

硝 酸 生 成 細 菌 を 分 維 す る の が 困 難 で あ る な ど の 欠 点 を 有

し て い た ｡ そ こ で ､ 新 た に 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 計 数 と 分 雅

を 可 能 と す る 方 法 に つ い て 検 討 し た と こ ろ ､ 通 常 の プ レ

ー ト カ ウ ン ト寒 天 培 地 の 表 面 に 醗 酵 漬 物 の 検 液 を コ ン ラ

ー ジ 棒 で 均 一 に 塗 布 し た 後 ､ 30oCで 2- 3日 間 培 養 し た
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後 ､ 硝 酸 カ リ ウ ム と ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド を 含 有 す る 寒 天

を 重 層 し (SAN寒 天 重 層 法 ) ､ 30℃ で 約 15分 間 反 応 さ

せ た 後 ､ 0.10/oNEDA (N-1-Naphthylethylenedi

amine dihydrochloride)/2N塩 酸 を 培 地 表 面 に 注

加 し ､ 亜 硝 酸 の 生 成 に よ り コ ロ ニ ー 及 び コ ロ ニ ー の 周 辺

部 が 赤 変 し た も の を 計 数 す る こ と に よ っ て 亜 硝 酸 生 成 細

菌 を 測 定 す る 方 法 が 効 果 的 で あ る こ と を 兄 い だ し た ｡ ま

た ､ 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 分 経 に あ た っ て は ､ SAN寒 天 重 層

法 と レ プ リ カ 法 を 併 用 す る 方 法 に つ い て 検 討 を 加 え ､ プ

レ ー ト カ ウ ン ト寒 天 培 地 上 の コ ロ ニ ー を sAN寒 天 を 重 層

す る 前 に レ プ リ カ 法 に よ っ て 転 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 二

の 位 置 と 対 応 さ せ る こ と に よ っ て 釣 菌 す る 方 法 を 確 立 し

た ｡ 亜 硝 酸 生 成 細 菌 に お い て ､ こ の よ う な 方 法 を 確 立 し

た の は 今 回 が は じ め て で あ り ､ 漬 物 以 外 に も 亜 硝 酸 生 成

細 菌 を 計 数 ､ 分 耗 す る 必 要 が あ る 場 合 に は 応 用 が 可 能 と

考 え ら れ る ｡

2) 醗 酵 漬 物 中 の 各 種 乳 酸 菌 群 の 選 択 的 計 数 法 を 確 立 し

た (第 3章 ) ｡

醗 酵 漬 物 に お い て 異 常 醗 酵 を 解 析 し て い く 上 で ､ 亜 硝

酸 生 成 用 菌 の 他 に ､ 醗 酵 に 関 与 す る 微 生 物 ､ 特 に 乳 酸 菌

の 質 的 ､ 量 的 変 化 を 明 ら か に し て い く こ と は 極 め て 重 要

な こ と で あ る ｡ 乳 酸 菌 群 の 解 析 は 代 表 的 な 菌 株 を 無 作 為

に 釣 菌 し ､ そ れ ら を 同 定 す る こ と に よ っ て い る 場 合 が 多
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く ､ 作 業 は か な り 煩 雑 と な っ て い る ｡ 乳 酸 菌 群 の 分 離 計

数 に 関 す る 報 告 は 多 数 あ る が ､ 乳 製 品 を 対 象 と し た も の

が ほ と ん ど で ､ 漬 物 を 対 象 と し た も の は 例 が な い ｡ そ こ

で ､ 数 種 類 の 選 択 計 数 培 地 を 用 い て ､ 醗 酵 漬 物 か ら 各 種

乳 酸 菌 群 を 分 離 ､ 計 数 す る 方 法 を 新 た に 兄 い だ す こ と が

で き た ｡

Leuconostoc属 細 菌 の 選 択 計 数 を 容 易 に 行 な う 目 的

か ら ､ 生 育 温 度 特 性 や 漬 物 に 多 く 出 現 す る Leuc.mesen

ieI･01desが 有 す る デ キ ス ト ラ ン 生 成 の 特 性 と 混 在 す る

グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 増 殖 阻 止 を 考 慮 し ､ し ょ糖 と フ ェ ニ ル

エ チ ル ア ル コ ー ル を 添 加 し た pES (Phenyl Ethylalc

oho上 Sucrose)培 地 を 新 た に 考 案 し た ｡

Enterococcus､ Pedlococcus属 細 菌 の 選 択 計 数 は

M -Enterococcus培 地 を 用 い ､ 37℃ ､ 3- 4日 間 培 養

す る と EnteI･OC0CCuS属 細 菌 は 赤 色 コ ロ 二 ､ Pedlloc

occuS属 菌 は 白 色 コ ロ ニ ー を 形 成 す る こ と を 兄 い だ し ､

そ れ ら を そ れ ぞ れ 計 数 す る こ と を 可 能 に し た ｡

I/actobacl'llus属 細 菌 の 選 択 計 数 は 本 細 菌 の 通 常 の

選 択 培 地 で あ る LBS培 地 で は pedlococcLIS属 細 菌 が 混

在 し て 生 育 す る こ と が 多 く ､ 選 択 計 数 は 困 難 で あ っ た ｡

そ こ で ､ 酢 酸 及 び 酢 酸 ナ ト リ ウ ム を 添 加 し た 仁ヽ LBS培

地 を 新 た に 作 成 し ､ 30℃ ､ 4日 間 培 養 す る こ と に よ っ

て ､ Pedl'ococcus属 細 菌 の 増 殖 を 抑 制 し ､ I,acEobacl'

H uS属 細 菌 を 選 択 的 に 計 数 す る こ と を 可 能 と し た ｡

以 上 の 3種 類 の 選 択 計 数 培 地 を 同 時 に 使 用 す る こ と に
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よ り ､ 漬 物 の 醗 酵 に お け る 乳 酸 菌 群 の 消 長 を 明 ら か に す

る こ と が で き た が ､ こ の よ う な 方 法 を 確 立 し た の は 本 方

法 が 初 め て で あ る ｡

3) 醗 酵 漬 物 に お け る 亜 硝 酸 の 蓄 積 と 異 常 醗 酵 の 関 係 に

つ い て 明 ら か に し た (第 5章 ) ｡

醗 酵 漬 物 に お け る 異 常 醗 酵 の 原 因 に つ い て 亜 硝 酸 生 成

細 菌 ､ 乳 酸 菌 ､ 亜 硝 酸 濃 度 ､ 有 機 酸 ､ pHな ど の 変 化 か

ら 検 討 を 加 え た と こ ろ ､ 原 料 野 菜 に 付 着 し て い る 細 菌 叢

の う ち ､ 28.7% の 細 菌 が 亜 硝 酸 生 成 能 を 有 し て お り ､

そ の な か で は ､ pseudomonas属 細 菌 や Enterobacte

riaceaeに 属 す る 細 菌 が 優 勢 で あ る こ と が わ か っ た ｡ ま

た ､ 原 料 野 菜 や 醗 酵 漬 物 か ら 分 推 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 ､

pseudomonas属 細 菌 や Enterobacter属 細 菌 は 醗 酵

が や や 進 行 中 の 状 態 で あ る pH5.0付 近 で は 亜 硝 酸 に よ り

増 殖 が か な り 抑 制 さ れ た が ､ 漬 け 始 め の 頃 の 状 態 で あ る

pH6.4付 近 で は ほ と ん ど 抑 制 さ れ な い こ と を 明 ら か に し

た ｡

4) 過 剰 な 亜 硝 酸 は 亜 硝 酸 生 成 細 菌 や 乳 酸 菌 の 死 滅 を 促

進 さ せ る こ と を 明 ら か に し た (第 6章 ) ｡

亜 硝 酸 存 在 下 に お け る 醗 酵 漬 物 関 連 細 菌 に 対 す る 死 滅

促 進 効 果 ,..J･'.っ い て 検 討 を 加 え た ｡ 醗 酵 初 期 の 状 態 (約

pH5.0)で 漬 け 液 の 亜 硝 酸 濃 度 を 0-50〃 g/m lに 調 整
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し た と こ ろ ､ 供 試 菌 の 多 く は 亜 硝 酸 濃 度 が 高 ま る に つ れ

急 速 に 死 滅 が 促 進 さ れ ､ pseudomonas属 細 菌 :､Klebs

1-ella属 細 菌 >Ml'Crococcus属 細 菌 >EnteroaacteI･

属 細 菌 の 順 に 大 き な 影 響 を 受 け る こ と を 明 ら か に し た ｡

ま た ､ 乳 酸 菌 に 対 す る 亜 硝 酸 に よ る 死 滅 促 進 効 果 は Ent

erococcus属 細 菌 >LeLLC0n0StOC属 細 菌 >pedl'ococ

cus属 細 菌 >Lactobacl'llus属 細 菌 の 順 に 大 き い こ と

を 明 ら か に し た ｡ ま た ､ 醗 酵 初 期 の 優 勢 な 細 菌 で あ る 乳

酸 菌 の Leuc.mesenterol'des及 び 中 期 以 降 優 勢 な IJaC

t.plantarum と 亜 硝 酸 生 成 細 菌 で あ る Ent.aerogene

s と の 混 合 培 養 を 亜 硝 酸 存 在 下 で 行 な っ た と こ ろ ､ 亜 硝

酸 生 成 細 菌 で あ る Ent.aerogenesの 生 菌 数 が そ れ ぞ れ

の 乳 酸 菌 数 に 比 し て 多 く､ ま た 亜 硝 酸 濃 度 が 高 い 場 合 は

乳 酸 菌 数 の 増 殖 及 び そ れ に と も な う pH の 低 下 が 抑 制 さ

れ る こ と を 明 ら か に し た ｡ し た が っ て ､ 醗 酵 漬 物 に お い

て ､ 醗 酵 初 期 の 細 菌 叢 の 構 成 や 亜 硝 酸 濃 度 の 高 低 が 醗 酵

に 対 し ､ 大 き な 影 響 を 及 ぼ し て い る こ と を 明 ら か に し

た ｡

5) 漬 物 由 来 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 亜 硝 酸 蓄 積 に 及 ぼ す 温

度 ､ 食 塩 の 影 響 を 明 ら か に す る と と も に そ れ ら の 硝 酸 還

元 活 性 に 対 し ､ 野 菜 中 の リ ン ゴ 酸 や 果 糖 な ど が 比 較 的 強

い 賦 活 作 用 を 有 し て い る こ と を 明 ら か し た (第 7章 ) ｡

pse LLdomonas属 細 菌 は 20- 30℃ で 最 も 増 殖 が 活 発

で 亜 硝 酸 の 蓄 積 も 10- 30℃ で 多 く ､ Enlerobacter属
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細 菌 ､ Klebsl'ella属 細 菌 は 30- 40℃ で ､ 最 も 増 殖 が

活 発 で ､ 亜 硝 酸 の 蓄 積 も 30- 40℃ で 多 い こ と が わ か っ

た ｡ 漬 物 と 関 係 の 深 い 食 塩 の 影 響 を み る と ､ pseudom o

nas属 細 菌 の 場 合 は 食 塩 が 存 在 し な い 条 件 下 で は 増 殖 ､

亜 硝 酸 の 蓄 積 と も 多 い が ､ 食 塩 濃 度 が 4% 以 上 に な る と

増 殖 は 抑 制 さ れ ､ 亜 硝 酸 も ほ と ん ど 蓄 積 さ れ な い こ と が

知 ら れ た ｡ 醗 酵 漬 物 の 醗 酵 初 期 段 階 の も の か ら 分 離 ､ 同

定 し た 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 に 及 ぼ す 漬 物

中 の 有 機 酸 の 影 響 を み た と こ ろ ､ リ ン ゴ 酸 や 乳 酸 が 比 較

的 強 い 賦 活 作 用 を 示 す こ と を 明 ら か に し た ｡ 同 様 に ､ 糖

の 影 響 を み た と こ ろ ､ Pseudomonas属 細 菌 で は ､ 果 糖

が 活 性 を 促 進 す る 傾 向 が 認 め ら れ ､ EnteI･Obacter属 細

菌 ､ Klebsl'ella属 細 菌 で は ブ ド ウ 糖 や 果 糖 に 顕 著 な 賦

活 作 用 の あ る こ と を 明 ら か に し た ｡

6) 原 料 野 菜 に 対 し ､ 45- 50℃ の 温 和 加 熱 処 理 を 行 な

う こ と に よ り ､ 野 菜 の 物 性 を 損 な う こ と な く ､ 亜 硝 酸 生

成 細 菌 の 増 殖 を 抑 制 し ､ 正 常 な 醗 酵 を 行 な わ せ る 方 法 を

開 発 し た (第 8章 ) ｡

醗 酵 漬 物 よ り 分 推 し た 細 菌 を 対 象 に ､ 温 和 加 熱 処 理 が

細 菌 の 死 滅 ､ 細 胞 内 容 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 た と こ ろ ､ 原

料 野 菜 を 50℃ で 温 和 加 熱 処 理 し た 場 合 ､ グ ラ ム 陽 性 細

菌 と 比 較 し て 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 多 く を 含 む グ ラ ム 陰 性 細

菌 は 死 滅 し や す い 傾 向 の あ る こ と を 明 ら か に し た ｡ な か
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で も ､ 漬 物 に お け る 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 代 表 的 な 細 菌 の 一

つ で あ る Pseudomonas属 細 菌 が 特 に 熱 感 受 性 が 高 く ､

45℃ ､ 15分 の 加 熱 処 理 で 1/100に 減 少 し た ｡ ま た ､ グ

ラ ム 陰 性 細 菌 の 多 く は 45℃ の 温 和 加 熱 処 理 で 細 胞 成 分

の 漏 洩 が 認 め ら れ ､ 細 胞 膜 の 損 傷 や RNAの 漏 出 が 起 こ っ

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

の 漏 洩 は わ ず か で あ り ､ グ ラ ム 陽 性 細 菌 は 温 和 加 熱 処 理

に よ っ て あ ま り 損 傷 を 受 け な い こ と が わ か っ た ｡ し た

が っ て ､ 温 和 加 熱 処 理 に よ り 亜 硝 酸 生 成 細 菌 が 抑 制 さ

れ ､ 乳 酸 菌 の 増 殖 を 安 定 化 さ せ ､ 正 常 な 醗 酵 が 進 行 す る

の に 都 合 の 良 い 状 態 に す る こ と が 可 能 で あ る こ と を 明 ら

か に し た ｡

7) カ ラ シ か ら の 主 要 な 抽 出 成 分 で あ る ア リ ル イ ソ チ

オ シ ア ネ ー ト (AITC)を 利 用 す る こ と に よ り漬 物 の 醗 酵

制 御 を 行 な う 方 法 を 確 立 し た (第 9章 ) ｡

醗 酵 漬 物 の 原 料 野 菜 と な る 莱 類 ､ 大 根 ､ カ ブ な ど に は

カ ラ シ 油 配 糖 体 が 含 ま れ て お り ､ 塩 漬 け 工 程 で 自 家 酵 素

に よ り揮 発 性 の イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト が 生 成 さ れ る こ と が

知 ら れ て い る ｡ 揮 発 性 イ ソ チ オ シ ア ネ ー トは 抗 菌 性 を 有

し て い る も の が 多 く ､ 醗 酵 漬 物 の 製 造 に 影 響 を 及 ぼ し て

い る も の と 考 え ら れ て い る が ､ 明 確 に は さ れ て い な か っ

た ｡ そ こ で ､ 揮 発 性 イ ソ チ オ シ ア ネ ー トの 中 で も 主 要 な

AITCの 漬 物 の 醗 酵 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て 微 生 物 の 観 点

か ら 検 討 を 加 え た 結 果 ､ AITCは グ ラ ム 陰 性 細 菌 や 真 菌
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に 対 し て は 強 い 抗 菌 力 を 有 す る が ､ グ ラ ム 陽 性 細 菌 ､ 特

に 乳 酸 菌 に 対 し て は あ ま り 抗 菌 力 を 有 し な い こ と を 兄 い

だ し た ｡ 以 上 の こ と か ら ､ AITC に よ り 亜 硝 酸 生 成 細 菌

を 多 く有 す る グ ラ ム 陰 性 細 菌 を 抑 制 す る と と も に 乳 酸 菌

の 増 殖 を 促 進 さ せ る こ と で 漬 物 の 醗 酵 を 安 定 的 に 進 行 さ

せ る こ と を 可 能 と し た ｡

以 上 の よ う に ､ 本 論 文 で 示 さ れ た 醗 酵 漬 物 に お け る 亜

硝 酸 の 生 成 と 制 御 に 関 す る 研 究 は 新 規 な も の で あ り ､ そ

の 結 果 は 実 際 の 醗 酵 漬 物 の 製 造 に お け る 制 御 技 術 の 一 つ

と し て 今 後 生 か さ れ て い く も の と 考 え ら れ る ｡
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要 訳

本 論 文 は 醗 酵 漬 物 の 異 常 醗 酵 の 原 因 追 及 と そ の 対 策 と

し て の 微 生 物 制 御 技 術 に つ い て 研 究 を 行 な っ た 結 果 を 論

じ た ｡

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 っ た 製 品 が 出 現 す る こ と が 知 ら れ て い る ｡ こ の 原 因 に

つ い て 報 告 さ れ た も の の 多 く は 食 塩 ､ 醗 酵 温 度 ､ 酵 母 の

増 殖 な ど に 関 し て 論 じ ら れ た も の で あ り ､ 亜 硝 酸 の 蓄 積

に 注 目 し て 行 な わ れ た 研 究 は ほ と ん ど 見 当 た ら な い ｡

そ こ で 本 研 究 は 漬 物 の 醗 酵 異 常 に 及 ぼ す 亜 硝 酸 の 影 響

を 明 ら か に す る と と も に 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 行 な わ れ

た ｡ 本 研 究 で 得 ら れ た 成 果 の ほ と ん ど は 新 し い 知 見 で あ

り､ 以 下 に 研 究 の 成 果 の 要 約 を 示 し た ｡

1) 漬 物 の 異 常 醗 酵 の 原 因 と な る 亜 硝 酸 の 蓄 積 に 関 与 す

る 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 計 数 法 及 び 分 離 法 を 確 立 し た (第 2

章 ) ｡

醗 酵 漬 物 中 の 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 選 択 計 数 法 と し て 硝 酸

カ リ ウ ム と ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド を 用 い た SÅ N寒 天 重 層 法

を 開 発 し た が ､ 本 方 法 は 今 回 が 初 め て で あ り 一 漬 物 以 外

に も 亜 硝 酸 生 成 細 菌 を 計 数 ､ 分 離 す る 必 要 が あ る 場 合 に
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は 応 用 が 可 能 で 汎 用 性 が あ る 技 術 と 考 え ら れ る ｡

2) 数 種 の 培 地 を 用 い た 醗 酵 漬 物 中 の 各 種 乳 酸 菌 群 の 選

択 的 計 数 法 を 確 立 し た (第 3章 ) ｡

乳 酸 菌 群 の 分 離 計 数 に 関 す る 報 告 の 多 く は 乳 製 品 に 関

す る も の で ､ 漬 物 を 対 象 と し た も の は ほ と ん ど 見 当 た ら

な い ｡ そ こ で ､ ieuconostoc属 細 菌 の 選 択 計 数 に 有 効

な pES培 地 を 新 た に 考 案 す る と と も に そ れ に 加 え て ､ L

BS改 変 培 地 ､ Ⅳト Enterococcus培 地 を 使 用 す る こ と に

よ り ､ 醗 酵 漬 物 中 の 各 種 乳 酸 菌 群 の 選 択 的 計 数 を 可 能 と

し た が ､ こ の よ う な 方 法 を 確 立 し た の は 今 回 の 大 き な 成

果 の 一 つ で あ る ｡

3) 醗 酵 漬 物 に お け る 亜 硝 酸 の 蓄 積 と 異 常 醗 酵 の 関 係

に つ い て 明 ら か に し た (第 5章 ) ｡

醗 酵 初 期 の 亜 硝 酸 生 成 細 菌 (pseudomonas属 細 菌 ､

大 腸 菌 群 な ど ) 数 が 乳 酸 菌 数 に 比 し て 多 く ､ ま た ､ 生 成

さ れ た 亜 硝 酸 濃 度 が 高 い 場 合 に は 乳 酸 菌 の 増 殖 及 び 酸 の

生 成 が 抑 制 さ れ ､ 醗 酵 異 常 を 起 こ す こ と を 明 ら か に し

た ｡

4) 過 剰 な 亜 硝 酸 は 亜 硝 酸 生 成 細 菌 や 乳 酸 菌 の 死 滅 を

促 進 さ せ る こ と を 明 ら か に し た (第 6章 ) ｡

亜 硝 酸 存 在 下 に お け る 醗 酵 漬 物 関 連 細 菌 に 対 す る 死 滅

促 進 効 果 に つ い て 検 討 を 加 え ､ 醗 酵 初 期 で は PseLldomo
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nas属 細 菌 >Klebsl'ella属 細 菌 > Ml'crococcus属 細

菌 >Enterobacter属 細 菌 の 順 に 大 き な 影 響 を 受 け ､ 乳

酸 菌 で は EnteI･OC0CuS属 細 菌 > Leuco nostoc属 細 菌

>pedl'ococcus属 細 菌 > Lactobacl'llus属 細 菌 の 順

に 大 き い こ と を 示 し ､ 醗 酵 初 期 の 細 菌 叢 の 構 成 や 亜 硝 酸

濃 度 の 高 低 が 醗 酵 に 対 し ､ 大 き な 影 響 を 及 ぼ し て い る こ

と を 明 ら か に し た ｡

5) 漬 物 由 来 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 亜 硝 酸 蓄 積 に 及 ぼ す 温

度 ､ 食 塩 の 影 響 を 明 ら か に す る と と も に そ れ ら の 硝 酸 逮

元 酵 素 活 性 に 対 し ､ 野 菜 中 の リ ン ゴ 酸 や ブ ド ウ 糖 ､ 果 糖

な ど が 賦 活 作 用 を 有 し て い る こ と を 明 ら か に し た (第 7

章 ) ｡

6 ) 原 料 野 菜 に 対 し ､ 45- 50℃ の 温 和 加 熱 処 理 を 行

な う こ と に よ り､ 漬 物 の 歯 切 れ を 損 な う こ と な く ､ 亜 硝

酸 生 成 細 菌 の 増 殖 を 抑 制 し ､ 正 常 な 醗 酵 を 行 な わ せ る 方

法 を 開 発 し た (第 8章 ) ｡

原 料 野 菜 を 50℃ で 温 和 加 熱 処 理 し た 場 合 ､ グ ラ ム 陽 性

細 菌 と 比 較 し て 亜 硝 酸 生 成 細 菌 の 多 く を 含 む グ ラ ム 陰 性

細 菌 は 死 滅 し や す い 傾 向 の あ る こ と を 明 ら か に し た ｡ ま

た ､ 温 和 加 熱 処 理 で グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 細 胞 成 分 の 漏 洩 を

認 め ､ 細 菌 細 胞 膜 の 損 傷 や RNÅの 漏 出 が 起 こ っ て い る こ

と を 明 ら か に す る こ と が で き た ｡ 以 上 の こ と か ら ､ 温 和

加 熱 処 理 に よ り醗 酵 制 御 を 行 な う こ と が 可 能 で あ る こ と
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を 示 し た ｡

7) カ ラ シ か ら の 主 要 な 抽 出 成 分 で あ る ア リ ル イ ソ チ

オ シ ア ネ ー ト (AITC)を 利 用 す る こ と に よ り漬 物 の 醗 酵

制 御 を 行 な う 方 法 を 確 立 し た (第 9章 ) ｡

漬 物 の 原 料 野 菜 に 多 く含 ま れ て い る 揮 発 性 イ ソ チ オ シ

ァ ネ - ト は 抗 菌 性 を 有 し て い る も の が 多 く ､ 醗 酵 漬 物 の

製 造 に 影 響 を 及 ぼ し て い る も の と 考 え ら れ て い る が ､ 明

確 に は さ れ て い な か っ た ｡ 今 回 ､ 主 要 な 辛 味 成 分 で あ る

AITCの 漬 物 の 醗 酵 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て 調 べ た 結 果 ､

AITCは グ ラ ム 陰 性 細 菌 や 真 菌 に 対 し て は 強 い 抗 菌 力 を

有 す る が ､ グ ラ ム 陽 性 細 菌 ､ 特 に 乳 酸 菌 に 対 し て は あ ま

り抗 菌 力 を 有 し な い こ と を 兄 い だ し ､ こ れ を 利 用 す る こ

と に よ り ､ 漬 物 の 醗 酵 を 安 定 的 に 進 行 さ せ る こ と を 可 能

と し た ｡

以 上 の よ う に ､ 本 論 文 で 示 さ れ た 醗 酵 漬 物 に お け る 亜

硝 酸 の 生 成 と 制 御 に 関 す る 研 究 は 全 く 新 規 な も の で あ

り ､ そ の 結 果 は 実 際 の 醗 酵 漬 物 の 製 造 に お け る 制 御 技 術

の 一 つ と し て 今 後 生 か さ れ て い く も の と 考 え ら れ る ｡
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