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緒 論

　サイレージに存在する嫌気性芽胞菌としてはα、’yブ。伽妙万6％窺，α。伽妙プが傷駕，α．

加rα餌ケ晒。κ7η，α．5カ。プ096πθ5，α．5cα‘o♂098π85，α．ゐ漉吻8π繊5，α．α68励κ彦ツr加ηz，

α．ρ即∫r勿g8π∫およびα．5舜飢。観θ∫が報告されており1曽4），これらのClostridiaは，

炭水化物，タンパク質（アミノ酸），乳酸などを資化して酪酸，アンモニア，スカトールお

よびヒスタミン等のアミン類を産生しサイレージの品質の劣化に関与することが知られてい

る5）。

　Clostridiaの発育は温度の影響を受け一般にその至適温度は30～40。Cあるいは35～40。　C

とされている6・7）。22。CでBτyantとBerkey1）はClostr1diaの緩慢な発育を，15。　Cで佐

々木3）はサイレージにclostridiumが存在しないことを報告し，サイレージ発酵過程での

Clostridiaの増殖の抑回目は，発酵温度のコンーールによって可能であることを示している。

　本実験では，サイレージの二二化に関与するClostridiaの代謝と温度との関係を明らかに

するため，サイレージから分離したCIQstrid圭aをサイレージエキス培地に接種し異なる培養

温度下における培地の成分変化を経時的に比較検討した。

材料および方法

　1　供試菌の分離

　本学部附属農場のバンカ・一サイロに調製したとうもろこしザイレージを，深層部より約10

g採取し，直ちに滅菌リンゲル液90mZを舶えて80。　Cで10分間抽出した後，この抽出液を

滅菌リンゲル液で102～105倍しに稀釈し，その0．2mZをガス噴射法で8）窒素ガスを流しながら

RCM培地8）に塗布し，30。Cで1週間平板培養をした。発生したコロニーを採取し単一の

菌になるまで釣菌をくり返し，最終的に30菌株を単離した。

　2　供試菌の隅定

　前述のように分離した30菌株の他に，すでに当教室で同定したα．‘yoろz‘妙ブ∫α〃η（菌株

No．31）と購入したα．うz‘妙が。％駕1．　F．　O．8583（菌株No．32）を加えて同定試験を行なっ

た。
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　同定試験の培養はすべてガス噴射法で行ない培養温度は30。Cとした。また培地は基礎培

地としてPY培地9）を使用した。形態学的性状検査として芽胞染色10），鞭毛染色9），グラム

染色10），生理学的性状検査として糖分解能9），エスタリン加水分解能9），ゼラチン液化能9），

凝國タンパク消化能9），牛乳培地での性状9），インドール産生能10），ガス産生能9），アンモニ

ア産生能9），酸素の有無ならびにVFAパターン試験9）を行なった。その結果をTable　1に

示した。Anaerobe　Labo麟ory　Manualg）の検索表からNo。31はα．孟∬o伽ツrガα伽，　No．

32はα．うz‘6yガ紹窺であることを再確認し，　No．1と！2をα．渉yの臨ツr冒用，　No．4と27

をα．5cα‘o♂096濯ε，　No．3およびNQ．5をそれぞれα．∫6鉾。瑚z，α．∫z醜8r解鋭αご8と

推定し，No．5，　No．27，　N。．31，およびNo．32の4菌株を以下の実験に供した。

　3　サイレージエキス培地の調製

　とうもろこしサイレージの新鮮物100gに対し蒸留水200m♂を掬え磨砕後，三重ガービで

濾過して抽臨液を集め，これに8N　NaOHを力目えてPHを6．0に調整し，この抽出液8m♂（C乙

5π伽プηz伽庭を接種した場合は9mのをガス瞬射法で窒素ガスを流しながら2g（α．脇6か

6rη伽α」6の場合1g）のセルロース（興人㈱）を詰めた試験管に注入してブチルゴム栓で封

をした後，121。Cで15分間オートクレーブで滅菌した。なおこのサイレージエキス培地の組

成は（カッコ内の数値はα．5zめ’6r加πα♂8を接種した三舎），水分80（90）％，乳酸2530（56

92）m9／100gDM，酢酸！220（2745），プロピオン酸52（117），イソ酪酸10（23），酪酸42（95），

イソ吉草酸57（128），揮発性脂肪酸（VFA）総量138！（3107）mg／100gDM，全窒素（Tota1－N）

600（1350）mg／100gDM，揮発性塩基態窒素（VBN）29（65）mg／100g　DM，　V　B　N／TotaレN

4．83（4．83）％，可溶性炭水化物（WSC）575（1293）mg／1QOgDMであった。

　4　培養試験
　接種菌はそれぞれPYG培地で3QOC48時間（C♂．　ろa4’y万6z6ηzをま24時間）嫌気的に培養し

培養液の生菌数をカウントした後，培養液の紅霞が1謡当り1×108個になるよう滅菌リン

ゲル液で稀釈しこの希釈液0．1m♂をサイレージエキス培地に無菌的に単独接種した。接種

後はそれぞれの菌について20。C，30。Cあるいは40。Cの恒温器内で培養し，1，2，3，4，

9週目（場合によっては1，2，4週犀）にサイレージの全量を取り出して蒸留水100m♂を

加え，ホモジエナイザーで撹搾し，ポプリン布で濾過した抽出液を試料として分析に供した。

なお実験は各区とも3進（1部で2連覇で実施し，それぞれの平均値をもって示した。

　5　分析方法
　培地および培養液のpHはガラス電極pHメーター（日立・堀場製M－7），乳酸はBaker

＆Summerson法11），全窒素（Total－N）はKjeldah1法12），揮発｛生塩基高窒素（V　B　N）

はConwayの微量拡散中和法13），揮発性脂肪酸（VFA）は水蒸気蒸留とガスクロマトグラ

フィー14），可溶性炭水化物（WSC）はSomogi＆NelsQn法15）によりそれぞれ分析し，生菌

数はBacteria　Counter（Petro｛f－Hausser社製）により算定した。なおClostridiaを接種した

サイレージの品質評価はFlieg氏法7）によった。
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Table 1. Physiological c haracteristics of clostridia from silage.
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結 果

　とうもろこしサイレージから分離された4種のClostridiaをそれぞれ単独で接種したサイ

レージエキス培地を，20。C，30。Cあるいは40QCで培養した時の培養液のpH：，乳酸，　WSC，

VBN／Total－NおよびVFAの経時的変化はE9．！示したとおりである。

　α．5磁。♂og8π65あるいはα．彦ッro6雍ッrガα〃ηを接種した場合，　pHはいずれの培養温度

でも1～2週匿に8近くまで急激に増加し以後その水準は9週目まで持続したのに対し，α．

伽妙が伽ηz，α．詔伽ブ加πα房を接種した場合のpH：は，どの培養温度の場合にもほとんど

変化しなかった。このようにpHは菌によって培養後著しく上昇するものとあまり変化しな

いものとに分れたが，それぞれの菌のpHは培養温度の差によって違いがみられずわずかに

α．≠5・ro6z仰r伽ηzを接種した場合に200Cで他の温度区と比べ上昇が遅れたにすぎなかっ

た。

　乳酸含量は，α．うz6‘y漉z6ηz，α．50α’o♂og6π8心あるいはα．’yroうz‘’ツガα〃zを接種した

場合，培養温度が300Cと400Cの時は1週目に急激に低下し以後その低値が持続するパター

ンを示したのに対し，20。Cの時はこれらの寒寒に達するのに2週以上を要し特にα．うz‘か

ッガα碑を接種した場合には4週以上を要した。これら3菌と対照的に，α、5z砺即η珈α陀

を接種した場合の乳酸は，培養温度が20。Cの時に急激に低下した。

　WSCは，どの菌を接種した場合にも，すべての培養温度区で減少したが，この2週目ま

での減少量は，α．∫z碗6ブ煽㌶α陀を接種した場合を除き，培養温度が20。Cの時に他の温度

区と比べ明らかに少なかった。一方α．5諭6アワη伽」6を接種した場合のWSCは，40。Cの

時儀も少なかった。

　VBN／Tota1－Nは，α．56α’o♂og82z8∫，α．妙m6z‘6yガα〃z，α．5z‘ゐ’67・ηz珈認6を接種した

場合，いずれの湿度区でも増加した。しかし3週目までの増加量は，培養温度が20。Cの時

に他の温．度区と比べ少ないことが認められた。α．う厩算蜘那を接種した場合にも身様の傾

向が認められたが，増加：量は30。C，40。Cの時ともに他の3菌を接種した場合に比べ少なか

った。

　VFA総量と酪酸含量は，どの菌を接種した場合にも，すべての温度区：で増加した。しか

し4週目までの増加量は，α．5麗6妙厩πα房を接種した場合を除き，培養温度が20。Cの隣

他の温度区と比べ少なく，特にその傾向はα．み麗望ガα〃π，α．妙ro伽妙がα耀を接種した

場合に顕著であった。一方α．5％伽η漉α庭を接種した場合のVFA総量と酪酸含量の増

加には，培養温度による差が2週目まで認められなかった。酢酸含量については，α．5z6か

勿励野庭を接種した場合にのみ増加傾向が認められ，他の菌を接種した場合には減少した。

　サイレージエキス培地と培養液のFlieg氏法による評点をTable　2に示した。この評点

法は，サイレージ中の乳酸，酢酸，酪酸の総酸量に対する各酸の比率から評点を算出し，そ

の総点によって等級を定めるもので，81～100を優，61～80を良，41～60を可，2！～40を中，

0～20を下ときめている。菌接種前の培地は良と判定され，α。傭醐ガα〃π，α，50α’oJogθ一

π65，α．妙プ。伽な7ゼ6％7アzを接種した場合，30。Cと40。Cの時培養開始後1週目に，下となっ

たのに対し，20。Cの時は2週§以後に下となった。α．5z碗6r癬πα♂6の場合は，2週屋ま
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Tab1母2。　Changes　in　the　quality　of　silages　inoculated　with　clostridia　and　incubated

　　　at　20，30　a丑d　4G。　C．（Expressed　in　Flieg’s　1丑ark）
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では20。Cで中，30。Cと40。Cで可となった。

考 察

　サイレージに存在する嫌気性芽胞菌として，α．妙プ。ゐz‘妙万α娚，α．ゐz‘砂漉耀，α．

ραブαρ％ケ晒6％解，α．ゆoro96解5，α．56αψ0♂0967～65，α．尻ルr窺6π彦απ5，α．α66’0ろZ‘砂が6観Z，

α．ρ8r／rガπ98π5，α．功加πoガ485が報告されている1－4）。本実験でもこれらのうち，α．

妙ro伽妙7ぜα耀，α．5‘α観og6π05と推定される菌株を分離することができ，さらに今まで

報告されていないα．56助傷解，α．5εめ妙門漉襯房　と推定される菌株を分離することがで

きた。しかしながら，α．56餌α伽と推定された菌株はAnaerQbe　Laboratory　Manua19）

に記載された生理学的性状と2，3の点で一致せずさらに検討を要するものと考える。

　本実験においてFlieg琉法によるサイレージの品質の評価はα．5麗ろ’62％％α♂8を接種し

た場合にはどの培養湿度であっても2週1ヨまでに下にならず，α．6π妙プが躍ηz，α．50鷹oZo－

g6麗5，α．なroゐz‘砂漉観をそれぞれ接種した場合は，30。C，40。Cの時1週磨に下とな

り20。Cの時は2週目以降に下となることが示された。このことはα．5凹凹解魏漉は他の

3菌と比べサイレージの劣質化に関与する度合が少ないことを示しているもりと思われる。

また同時に，α．う3‘砂万。πア7z，α．50磁。♂og6π65あるいはα．妙プ。∂麗ッ万6％解によるサイレ

ージの劣質化は，20。Cのような低温発酵によって遅らせることが可能であることを示して

いる6：

　一般にClostridiaの発育の至適温度は30。　C～40。C7）あるいは350C～40。C6）とされてお

り，22。Cでは発育は緩漫になる1）か抑舗され16）15。Cではサイレージ中にClostridiumが存

在しない3）といわれている。本実験においても，α．伽妙rガα‘ηz，α．564’oZog6π85，α．
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‘ッro傭ッr磁ηzを接種した場合，培養後の乳酸とWSCの減少またVBN／TotaレN，　V　FA

総量および酪酸の増加は，培養温度が30。Cと40。Cの蒔では同じ傾向を示して培養開始後直

ちに起こり，20。Cの時これらの変化は遅れることが示された。したがってこれらの結果は，

すでに報告されている事実をサイレージエキス培地法で確認するとともに，サイレージの低

温発酵調製法がClostridiu鰍の発育と代謝の抑制の面からみて有効な方法であることを示罰

した。

　α，56α云。♂096π85，α．砂roゐz‘妙rガ。％ヵzを接種した場合のpHはどの培養温度の場合にも

2週目までには8近くまで急激に増加したが，これは乳酸の減少とVBN／Tota1－Nの上昇に

よるものと思われる。一方α．薦ッ沈z〃η，α．3πう彦8プ加槻」8を接種した場合は，それぞ

れ乳酸の減少とVBN／Tota1－Nの顕著な増加がみられたにもかかわらず，　pHはいずれも

ほとんど変化しなかった。木部ら17）は，・4ゆ6rg沼z‘εsp．をサイレージエキス培地に接種し

た場舎，乳酸が急激に減少するにもかかわらずpHは低下し，この低下は幽魂に増加する不

揮発性有機酸のクエン酸によるものであると考察している。本実験においては不揮発性有機

酸の測定を行なわなかったが，乳酸，WSCの減少とVBNの増加から考えると，α．伽一

ッrガα〃η，α．5κ伽r加πα♂8を接種した場合にもクエン酸等の有機酸が増加してpHの上昇

を抑制した可能性もある。

要 約

　とうもろこしサイレージより分離したα．56α’o♂og8π65，α．妙ro6％妙万6％窺およびα，

5癖即加πα諺と推定される3菌株と既知のα．ゐz‘妙プが傷解をサイレージエキス培地（pH

5．8，乾物含最20％ただしα．5％6’8プ7η勿α♂6の場合10％）に無菌的に蜜ii独接種し，20。C，

30。Cおよび40QCで嫌気的に培養して，　Clostridiaの代謝に及ぼす温度の影響を比較検討し

た。　　　　　　　　‘

　α．56認。♂og8麗5，α」醐。うz‘妙万α〃ηを接種した場合のpHは，培養開始亡いずれの培

養温度でも，2週目迄に急激に増加しそれ以後はほとんど変化しなかった。これに対し，α．

伽卿α捌，α．∫㍑6妙η加α」6を接種した場舎のp壬｛はどの培養温度でも評価しうる変動を

示さなかった。

　α．5z‘う‘6r刀加α♂8を接種した場合を除き，乳酸とWSCの減少またVBN／Total－N，　VF

A総量および酪酸の増加は，培養温度が30。Cと400Cの時では構じ傾向を示して培養1弓始後

鹿ちに起こり，20。Cの時これらの変化は遅れることを示した。α．∫諭6ブ痂πα房を接種し

た場合，他の菌の場合と同様，いずれの培養温度でも乳酸とWSCは減少しVBN／TotaレN

VFA総量および酪酸は増加したが，これらは培養温度の違いによって～定の傾向を示さな

かった。

　Flieg氏法によるサイレージの配：質の評価は，α．5～癖即η珈α♂6を接種した場舎にはどの

培養温度であっても2週属までに下にならず，α。ろ臨∬ガα〃π，α．∫oα‘o♂og6π65，α．砂r－

o蝕妙プが傭”zをそれぞれ接種した場合は30。C，40。Cの時1週目に下となり20。Cの時は2週

目以降に下となることが示された。

　以上の結果から，サイレージの劣質化とClostrid滋皿の代謝は，20。Cのような低混でサ
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イレージ発酵をさせることによって，遅延・抑制することが可能であると考えられる。
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     Effects of Incubation Temperatures on Metabolism of Clostridia

                   in Anaerobic Silage Extract Media

         By Kyuei Kibe, Yutaka Karasawa and Norihisa Takase

               Laboratory of Animal Nutrition and Feed Science,

                        Fac. Agric., Shinshu Univ.

                               Summary

   The strains of clostridia were isolated from representative colonies obtained from

poor silages. The strains, No.1 and No.31, No.4 and No.27, No.3 and No.5, and

No.32 were assumed to be Cl. tyrobutyricum, Cl. scatologenes, Cl. sePticum, Cl.

subterminale and Cl. butyricztm, respectively. Effects of incubation temperatures

on growth and rnetabolism of Cl. butyricum, Cl. scatologenes, Cl. tyrobutyricum

and Cl. subterminale obtained above were examined witk the anaerobic silage ex-

tract media.

   Each incubation of Cl. butyricum, Cl. seatologenes and Cl. tyrobutyricum at 200C

resuked in s}ower increases in total VFA, butyric acid and VBN/Total-N contents

of cultures and in slower decreases iR lactic acid and WSC contents of cultures than

that at 300C or 400C. Incubation of Cl. subterminale at 200C, 300C and 400C aiso

caused increases in total VFA, butyric acid and VBN/Total-N contents of cultures

and decreases iR lactic acid and WSC contents of cultures, but consistent effects of

incubation temperatures on these contents were not observed. At ali lncubation

temperatures, pHs of the cultures showed rapid increases in inoculations of CL

scatologenes and Cl. tyrobutNricum, but little change in inocuiatioRs of Cl. bactyri-

cum and Cl. subterminale.

   These results suggest that the incubation at 200C or lower temperature has a

suppressive effect on growth and metabolism of clostridia and results in a delayed

reduction in silage quality.


