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緒 論

　Clostridiaは炭水化物，タンパク質：，乳酸など家畜にとって有用な物質を資化して酪酸，

アンモニア，スカトール，アミン下等の家畜に有害もしくは家畜の嗜好性を低下させる物質

を産生するため，サイレージの贔質の劣化に関与する主要な菌といわれている。

　この菌のi至適pHは7．0～7．4であり1），4．2以下では発育が抑鋼されることが報告されてい

る2・3）。しかしながら，A．1，　V。サイレージではPH　3．5以下でも酪酸を含むことがあり4）ま

たサイレージの埋蔵過程で一旦pHが4近くあるいはそれ以下になってもその後乳酸が減少

し品質が劣化する例も知られている5）。このようにClostridiaの発育とサイレージのpHと

の関係についての見解は一致していない。

　Clostridiaの発育は培地の乳酸によっても抑制され，この抑制効果は乳酸による培地の

pHの低下と培地の乳酸闘そのものに由来すると考えられている4）が，乳酸そのものの

Clostridiaの発育抑制効果についてはほとんど報告されていない。

　そこで本実験では，サイレージから分離したClostridiaを，　pHあるいは乳酸含量のこと

なるサイレージエキス培地に単独で接種し，培地成分の経時的変化を調べることにより，

Clostridumによるサイレージの劣質化と培地のpH，乳酸との関連性について検討した。

材料および方法

　1　供試菌と培養

　本実験において使用したClostridiaは，前報6）に述べたように分離同定されたα，6z‘’ツー

プ比π郷，α．56α‘oZo998π65，α．’ymうz‘’．yが傭解，α．5葡‘6プ痂πα♂θの4菌であった。接種菌

はそれぞれPYG培地で30。C48時間（α．傭ツ2一ガ。躍は24時聞）嫌気的に培養し，培養液

の生菌数が1m♂当り1×108個になるよう滅菌リンゲル液で稀釈してから，この稀釈液0．1

認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30。Cの憧湿器内で嫌気的に

培養し，三，2，3，4週目（α．5癖6rηz勿αZθを接種した場合は2週目まで）にサイレー

ジの全量を取り出して蒸留水100認を加え，ホモジェナイザーで撹拝し，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。
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　2　供試培地
　サイレージエキス培地の調製に用いたサイレージ抽出液は，前報と同様にして得られた6）。

サイレージエキス培地のpHがClostridiaの代謝に及ぼす影響を調べた実験では，サイレー

ジ抽出液のpHはNaOH：とHCI液の添加によって4．1（PR4区：），4。9（pH　5区）お

よび5．8（pH　6区）に調整し，この抽出液8m♂（α、5扮66アブη魏α♂8の場合は9m♂）をガ

ス噴射法で窒素ガスを流しながら2g（α．5μ伽r漉πα房の場合は1g）のセルロース（興人

（株））を詰めた試験管に注入してブチルゴム栓をした後，121。Cで15分間オートクレーブ

で滅菌した。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．∫癖θ槻伽陀を

接種した場合），水分80（90）％，乳酸2530（5692）mg／100g　DM，揮発性脂肪酸（VFA）

mg／100gDM：酢酸1220（2745），プμピオン酸52（117），イソ酪酸10（23），酪酸42（95），

イソ吉草酸57（128），揮発性脂肪酸総量1381（3107），全窒素（TotaユーN）600（1350）mg／100

gDM，揮発性塩基態窒素（VBN）29（65）mg／100gDM，　VBN／Total－N　4．83（4．83）％，可

溶性炭水化物（WSC）575（！293）mg／100gDMであった。一方培地の乳酸含量がClostridia

の代謝に及ぼす影響を調べた実験では，培地の乳酸含量が2．5，5．0，6．7，13．0および15．0

％となるようにサイレージ抽出液の乳酸量を調整した。この場合のサイレージユキス培地は

pH：が上記の乳酸含量に対応してそれぞれ5．8，5．8，5．4，4．9，5．4であった。なお，この

時培地の乳酸以外の成分組成は，前記のとおりであった。

　3　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（臼立一堀場製M－7），乳酸はBaker

＆Summersoa法7），全窒素（To£aFN）はKjeldah1法8），揮発性塩基態窒素（V　B　N）は

Conwayの微量拡散中和法9），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10），可溶性炭水化物（WSC）はSomogi＆Nelso且法11）によりそれぞれ分析した。また

Clostridiaを接種したサイレージユキス培地のサイレージとしての品質評価は，　Flieg起承2）

によって行なった。なお，実験は各区とも3連（1部で2連）で実施し，結果はそれぞれの

平均値をもって示した。

士
円義 理

　とうもろこしサイレージから検出された4種のClostrid量umをそれぞれ単独で，　pH：の異

なるサイレージエキス培地に接種し，菌接種前の培地のpHの違いが菌接種後のpH，乳酸

含量，WSC，　VBN／Tota1－N，　VFA総量および酪酸含量の経時的変化におよぼす影響につ

いて調査した結果はFig．1に示した。

　菌接種時の培地のpHが4の時，培養開始後のpHはα．∫z痂8r痂πα♂6を接種した場合

2週掻迄，α．50α’o♂og6π65，α．如ro6％妙rガ。％那を接種した場合には4週目迄ほとんど変化

しなかった。α，ろzの沈瑚zを接種した場合には，接種時の培地のpHが5および6の時に

も培養液のpHは同様に4週目迄変化しなかった。

　乳酸含量は，菌接種時のpHが4の時，α．5磁0♂og6π65，α．妙節ろんむ漉襯，α。∫妨『
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妙煽πα陀を．接種した培養液では2～4週蟹までほとんど変化しなかった。これに対し，菌

接種時のpHが5，6の時の乳酸含量は，どの菌を接種した場合にも1週目に急激な低下が

みられ，特にα．50α’o♂og6π65，α．診yoう3‘砂rガ6％ηzを接種した場合1週臼で0近くまで低

下した。

　　　　　　　　げ　菌接種時のpH：が4の時のWSC含量は，α．5z痂6r加πα♂6を接種した場合に減少し，

α．妙℃6麗ッr加駕，α．56α’oZog6π65を接種した場合には減少の傾向を示した。しかしこれ

らの低下は，培地のpHが4以上の場合にみられた低下より小さいものであった。

　VBN／Total－Nは，菌接種時のpHが4の時ほとんど変化しないか若干の増加傾向を示す

にすぎなかったが，pHが5，6の時はα．56認。♂og6π65，α．砂roうz6’∬加那，α．5め’一

即珈πα♂6を接種した場合増加した。しかしながら，α．6z‘なかα4ηzを接種した場合のVB

N／Total－Nは，菌接種時のpHが5，6であってもわずかに増加するにすぎなかった。

　VFA総量はどの菌を接種した場合にも酪酸量と同様の経時的変化を示した。すなわち，

菌接種時のpHが4の時ほとんど変化せず，　pHが5，6の時は1選目に急激に増加しその

後はわずかに増加するかほとんど変化がみられなかった。

　異なるpHのサイレージエキス培地とそれらにClostridiaを接種した培養液のFlieg軍法

による評点をTable．！に示した。菌接種時のpHが4の時，どの菌を接種した場合にも評

点の低下は認められず鹸質は優あるいは良と判定されたが，pHが5，6の時，評点の明ら

かな低下が認められた。しかしながら，p班5，6の時の培養液の評点の低下の程度は，接

種した菌によって違いがみられた。すなわち，α．∫6α観og6π65，α．彦ッro6Z‘彦ッrガ鮒πを接

種した場合で菌接種時のpHが5，6の時およびα．ゐz‘妙プガα‘ηzを接種した場合で菌接種

時のpHが6の時には，1週饅に評点は急激に低一；ぐし（品質：下），α．53耽即珈πα房を接

種した場合およびα．ゐz‘妙rど傷ηzを接種した場合で菌接種時のPHが5の時には，評点は

緩慢な低下を示した。

Tab互e　1．　Changes　in　the　quality　of　silages　wit益various　levels　of　initial　pH

　　　after　the　inoculation　of　clostridium．　（Expressed　iR　FIieg’s　Inark）

α．伽砂ア’oμ彫

α．30磁oZo8・6麗3

α．砂70δ漉ツプガ。κ初

α．3κδ’87〃z伽σ16

pH

5
6
4
5
6
4
5
6
4
5
6

Weeks　after　incubatio誼

0 1 2 3 4

＊

8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8

7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
7

5
5
8
5
5
3
5
5
8
0
0

6
1
7
1
1
8
1
1
7
6
6

0
5
3
5
5
3
5
5
8
5
0

7
1
8
1
1
8
1
1
7
4
5

10

15

15

5
0
3
5
5
3
5
5

4
1
8
1
1
8
1
1

＊Mea且of　triplicate　or　duplicate．
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　次に異なる乳酸含量のサイレージエキス培地にclos厩diaを単独で接種し，培地の乳酸含

量が培養液のpH，乳酸，　WSC，　VBN／TotaレN，　VFA総量および酪酸含量に及ぼす影響

を調べその結果をFig．2に示した。

　α．56α’o♂096π65，α．なア・06z6彦ツ万伽ηzを接種した場合のpHは，菌接種時の培地の乳酸

含量が2．5％，6．7％の時1週目に8近くまで急激に増加したが，乳酸含量が13％の時はほと

んど変化しなかった。これに対し，α．詔う妙疵παた，α．伽砂rガ膨鷲を接種した場合のpH

は，乳酸含量が2，5，5，6．7あるいは15％の時にもほとんど変化しなかった。

　乳酸含量は，α．56α‘oZog6π85を接種した場合，菌接種時の乳酸含量にかかわらず1～2

週目に急激な減少がみられ，2．5％，6，7％区では2週目にをまとんど0近くになった。α．

なro6zz’ッr磁ηzを接種した場合にも同様に菌接種時の乳酸含量が2．5，6。7％の時は減少し2

週目に0近くになったが，13％の隣にはほとんど変化がなかった。α．5痂6ブ加πα房を接種

した場合，培地の乳酸含量が15％の時はα．56α’o♂og6π65を接種した場合と同様急激に低下

したが5％の時はほとんど変化しなかった。α．傭ッrガ伽㎜を接種した場合の乳酸の低下は，

α．50α’o♂ogθπ65，α．妙ブ。伽妙ガα朔を接種した場合と比べ遅い傾向がみられた。

WSCは，どの菌を接種した場合にも，培地の乳酸含量に関係なく1週醸から2週農にか

けて急激に低下した。しかし菌接種時の培地の乳酸含量とWSCの低下との間には一定の関

係が認められなかった。

　VBN／Tota1－Nは，どの菌を接種した場合にも培地の乳酸含：量に関係なく増加した。　VB

N／Total－Nの増加量と菌接種時の培地の乳酸含量との問には一定の関係は認められなかっ

たが，菌問ではα．5κ伽r漉ηα房を接種した場合の増加量が最も多かった。

　VFA総量はどの菌を接種した場合にも酪酸と同様の経時的変化を示した。α．∫oα彦。♂o－

96π65，α．渉yo傭∬ガα‘ηzを接種した場合のVFA総量の増加は，培地の乳酸含量が6。7％

の自画も多く次いで2．5，13％の時の順に多かった。またα．諏なrガ6π窺を接種した場合の

VFA総量は，2。5％の時の方が6．7％の時より多く増加し，α．5癖〃ηz伽♂6を接種した場

Table　2．　Cha1ユges　in　the　quality　of　silages　wi翫various　Ievels　of　initial　lactic

　　acid　contents　after　the　inoculatio且of　clostridium．（Expressed　in　Flieg’s　mark）

Inocula

α．凹目ガ。κ勉

C1．50α’0108θ匁θ3

α．砂70δz4げyガ。κ翅

CJ．5幼げθγ辮伽α」θ

pH

2．5

6，7

2．5

6，7

13．0

2．5

6。7

13．0

5。0

15．0

Weeks　after　incubation

0 1 2 3 4

78＊

95

78

95

95

78

95

95

78

95

5
5
5
3
5
5
0
5
0
5

1
8
1
5
9
1
2
9
6
7

5
0
5
0
5
5
5
5
0
3

1
8
1
3
9
1
1
9
5
8

0
弓
V
1
115

0
［
D
1
115

＊1〉茎ean　of　triPlicate　or　duplicate．
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合の増加量は5％の時の方が13％の時より多かった。酪酸は，培地の乳酸がα．56α観og8一

解5，α．なプ。戯なかα朔，α3π麗6プァ厩κα16を接種した場合は15％の時，α．山風がα‘彿を

接種した場合は6。7％の設いずれもほとんど増加しなかった。

　異なる乳酸含量のサイレージエキス培地とそれらにClostrid三aを接種した培養液のF王至eg

記法による評点をTable。2に示した。評点の最も急激な低下は，α．ゐ初醐ガα撚，α．50α一

’oZog6π65，α．如ro伽6yノ廊鰯zを接種した場合培地の乳酸含量が2．5％の時に，またα．

’醐。うz‘彦yガα‘郷を接種した場合には6，7％の時にもみられ，培養後1週鰍こ品質の評価は下

となった。α．ε6α‘o♂ogθπ65を接種し培地の乳酸含量が6．7％の時およびα．εμ666ブη珈α♂6

を接種し培地の乳酸含量が5．0％の時にも品質の低下が認められ2週目に評価はそれぞれ中，

可となった。これに対し，α．諏砂が。襯を接種し，培地の乳酸含量が6．7％の時，α．∫6α一

∫oごog飢65，α．なro6ε仰プ伽ηzを接種し乳酸が13％の時およびα．5πろ’6rηz伽ごθを接種し培

地の乳酸が15％の時，評点はわずかに低下するかほとんど変化がみられなかった。

考 察

　Clostridiaの成長のための至適pHは，一般的に7．0～7．4であるといわれ，酸性条件に耐

えることができないとされている1）。事実pH　4．2以下のサイレージでは，　Clostridiaの発

育は困難であることが報告されている2・3）。しかしながら，A。1．　V．サイレージでは，　pH

3．5以下でもたびたび酪酸を含むという報告や4），サイレージの埋蔵過程で一旦pHが4近

くあるいはそれ以下になっても，この後乳酸が減少し最終的に品質が劣化する例も知られて

いる5）ことから，3．5－4という低pHによってClostridiaの成長あるいは代謝がいつも抑

制されるとは必ずしもいえない。このような見解の相違は，Clostridiaの成長できないpH

はサイレージ原料草のWater　activityによって変る12）こととの関連性が考えられている。

　そこで本実験においては，Water　activityの決定要因である水分含量は，α。ε廟6襯伽Z6

を接種した場合の培地は90％その他の場合は80％とし，培地のpHの違いがClostridiaの代

謝に及ぼす影響を検討した。Clostridiaは一般に高水分条件を好み培地の乾物含量が30％以

上では菌の活動が制限されるので13），本実験で用いた水分含量は菌の発育にとって好条件と

いえる。しかしながら，α．56α‘oZogθπ85，α。妙ro目録ブガα‘飛，α．∫％6’8r口口α‘θを接i種し

た場合，培地のpHが4の時酪酸の産生はなくアンモニアの増加もきわめて少ない量であっ

た。またα．6初醐ゴ膨ηzを接種した場合には，培地のpHが5の時でも酪酸の産生は制限さ

れた。一：方：F1玉eg氏法による培地のサイレージとしての評価の結果も，　pH　4では質の低下

は抑制され，α。うz吻が傷ηzの場合にはp猛5でも質の低下は遅延されることを明らかにし

た。これらの事実は，Clostrid三aが発育のために好条件下にあっても，α．562」o♂08㍑85，α．

妙由仁砂r伽駕，α．5葡‘8襯加α陀の発育は4以下のpHによって，またα．伽妙沈瑚3の

発育は5以下のpHによって，それぞれ抑制されること，また成長が抑制されるpHは菌に

よって異なることを示しており，Clostrldiaによるサイレージの畑鼠化はpH　4以下の低p

Hによって抑止し得るものと思われる。

　Clostrldiaの発育に対する乳酸の抑制効果は，培地の乳酸閾そのものおよび乳酸による培

地のpHの低下に由来すると考えられている4）。しかしながら，乳酸そのもののC王ostridia
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の発育面子効果については明らかにされていない。本実験の結果は，培地の乳酸含：量が，

α．56厩。‘098π85，α．砂roうz‘むプガcz侃を接種した場合は13％の時，α．5葡彦8ア痂πα♂6を接種

した場合は15％の時，またα。う麓甥ガα耀を接種した場合は6．7％の時菌の発育は抑綱さ

れることを示した。なおこの時，乳酸の添加に伴う培地のpHの低下が特に13％区で認めら

れpHは5になったので，乳酸13％区のClos匙ridiaの発育の抑制効果はこのpHの低下に

起因するものとも考えられるが，pHが5と等しく乳酸含量が2．5％の場合このpHでは二

二効果がなかった（Fig．！）ことから，本実験の結果は乳酸そのものの二二効果を示している

といえる。またFheg氏法による培地のサイレージとしての晶質の評価の結果は，α．二一

ッ7密観zを接種した場合は6．7％以上の乳酸で，その他の菌の場合は13％以上の乳酸でサイ

レージの質の低下を抑止あるいは遅延することができることを示した。したがって本実験の

結果は，サイレージの劣質化は乳酸濃度の上昇そのものによっても抑制し得ることを示唆し

ている。

　Wieringa14）は，α．彦yro6吻沈耀はpH　4．1にHC1で調節したbrothでも成長する

ことができるが，この菌の成長はbrothのNaC1量：が増加するにつ2・しょり高いpHによっ

ても抑制されることを示した。このことは，NaClの添加によってサイレージのWater

activ三tyが低下することによるものといわれ，前述の本実験の乳酸の抑綱効果もこのような

Water　activityの低下に乳酸が関与している結果かもしれない。

　α，ゐμ妙プガα観の代謝は他の菌と比べ，比較的高いpHと低い乳酸含量で抑制された。し

たがってこの菌の活動を許容する条件の幅は狭く，他の3菌と比べサイレージの劣質化にお

ける役割は小さいものと予想される。

要 約

　サイレージから分離した4種のClostエid滋mを，　pHが4．！，4．9，5。8のように異なる培

地あるいは乳酸含量が2．5，5．0，6．7，13．0および15．0％であるサイレージエキス培地に単

独接種し，培地成分の経時的な変化を調べることにより，Clostridiumによって起こるサイ

レージの劣質化と培地のpH，乳酸との関連1生について検討した。

　α．56厩。のg伽85，α．砂ro6敏y万0κ那あるいはα．認房8r那勿認8を接種した場合，培地の

pHが4の時酪酸の産生およびpH値，乳酸濃度の変化はなくアンモニア濃度の増加もきわ

めて少ない量であった。α．5z仰万α侃を接種した場合，培地のpHが5であっても酪酸の

産生はなくアンモニアの増加もわずかでpH値の変動もなかった。一方培地のサイレージと

してのFlieg氏法による評価の結果は，α．うz4めηゼoz‘ηzの場合に々まpH　5でその他の場合で

はpH　4で質の低下を抑制，遅延させることを示した。

　培地の乳酸含量が，α．56α読og6π85，α．妙r訪欝醐が躍解を接種した場合は13％以上の時，

α．5z励即加πα陀を接種した場合は15傷以上の時，またα．う2仰が飾ηzを接種した場合は

6．7％以上の時，酪酸の産生とpHの変動はほとんどなく乳酸の減少も少なかった。また

Flieg氏法による評点は，α．6πなかα〃πを接種した場合は6．7％以上の乳酸で，その他の

菌の場合は13．0％以上の乳酸で，サイレージの質の低下を抑止あるいは遅延することができ

ることを示した。
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以上の結果から，サイレージのpHが4以下あるいは乳酸含量が13％以上であれば，

Clostridiaの発育と代謝を抑糊することができるものと思われる。

　本研究は昭和57年度文部省科学研究費一般研究費C（課題番号56560316）の交付を受け

た。

引　用　文　献

1）　BucHANAN，　R．瓦and　N　E，　GIBBoNs，　Bergey’s　Mannual　of　Determinative　Bacteri－

　　ology，　Williams　and　Wi11血s　Co．，　Baltimore，1974．

2）安藤文桜，越智茂登一，新版サイレージのすべて，酪農事情社，1976．

3）大山嘉信，柾木茂彦，揖畜会報，39：61－67。1968。

4）大山嘉信，日畜会報，47：301－317。1971．

5）大山嘉儒，柾木茂彦，旧地敏樹，日畜会報，41：9－15．1971．

6）　木部久衛，唐澤　豊，高瀬能久，信州大学農学部紀要，20107－115．1983．

7）BAKER，　S．　B．　a箆d　W．　H，　SuMMERsoN，」．　Biol。　Chem．，138：535－554．1941．

8）　CLARK，　E．　P．，　Semi一嫉icro　Quantative　Orga蔦ic　Analysis，42．　Academic　Press，　N．　Y，，

　　1943．

9）CoNwAY，瓦∫．，　M玉crodi伽sion　Analysis　and　Volumetric　Error，95．　Crosby　Lockwood

　　and　So鷺Ltd．，　Loロdon。，1950，

10）　KIBE，　K．，　Jp漁．　∫．　Zootech．　Sci．38：141－147．　1967．

11）森本　宏，動物栄養試験法，342－344，養三二，東京，1971．

12）WEIsBAcH，班．£．．　L．　ScHMIDT　and　E．難E王N，12th　Intern．　Grassld　Congr．　Moscow，

　　1974：　663－681．　1974．

13）McDoNALD，　P．　The　Biochemistry　of　Silage，　John　Wiley＆Sons，　New　York．1981．

14）W王ERINGA，　G．　W．　Neth．　J．　agric．　Sci．6：204－210，1958．



126 tsY･l･IJX *ee*zz*esi ag20igag 1 Sl} (1983)

       Metabolism of Clostridia in Anaerobic Silage Extract Media

       with Various Levels of initial pH or Lactic Acid Content

         By Yutaka KARASWA, Norihisa TAKASE and Kyuei KIBE

               Laboratory of Animal Nutrition and Feed Science,

                        Fac. Agric., Shinshu Univ.

                               Summary

   This experiment was carried out to examine the effect of pH value or lactic

acid content of silage extract medium oR metaboiites by clostridia and on quality of

the culture as silage. Initial pH values of the siiage extract media consisted of

silage juice plus pulp cellulose powder were adjusted to 4. 1, 4. 9 and 5. 8, and iactic

acid contents of the media were to 2.5, 5.0, 6.7, 13.0and 15.0%. Clostridia tested

in this experiment were Cl. scatologenes, Cl. butyricum, Cl. tyrobutyricum and

Cl. subterminale isolated from corn siiage.

   In silage extract media with initial pN 4, butyric acid was not produced, pH

values and lactic acid coRtents were not changed and ammonia conteRts were little

increased by Cl. scatologenes, Cl. tyrebutyricum or Cl. subterminale. Little or no

increase in butyric acid and ammonia contents and in pH value in the silage extrace

medium inoculated with CLbutyricum was observed even when the initial pH was

5
.

   No production of butyric acid, little change in pH value and less reduction of

lactic acid were caused by Cl. scatolbgenes and Cl. tNrobutyricum when the initial

lactic acid content was 13%, by Cl. sztbterminale when it was i5% and by Cl.

butyicum when it was 6.7%.

   The estimatioR of tke siiage extract cultures by Flieg's method skowed the

reduction of the silage quality to be lnkibited by the inltial medium pH of 4 and

by the initial iactic acid content of 13.0%.

   These results suggest that the reductioR of the silage quality by clostridia is

inhibited when the silage is iower thaR 4 in pE[ value or contains lactic acid of

more than 13%.


