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緒 論

　牧草サイレージ中の優占糸状蘭として高鳥ら1）は，A5ρ6プ9沼欝，　G60癖読襯z，　M曜。プの

3属を，また原・大山2・3）はとうもろこしサイレージ中にPθη魏ZZ珈彫，　Moフ2α50π5，　Gθo〃f一

読吻zおよびM躍。ブ属の存在を認め，これらが変敗に関与することを報告している。

　一方，サイロ開封後の微生物相について佐々木・佐々木4）は，pHが低くVFAの少ない

良質サイレージでは酵母および糸状菌が，またpHが高くVFAの多い劣質サイレージでは

細菌類が増殖し易いことを認めている。

　そこで本実験においては，サイレージの好気的県警に関与する糸状菌がサイロ開封後のサ

イレージの品質にどのような影響をおよぼすかを調査するため，とうもろこしサイレージよ

り分離した3属の糸状菌をそれぞれpHの異なる人工培地（サイレージエキス培地）に移植

して，好気条件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

　本学部附属農揚のバンカーサイロ内に調製されたとうもろこしサイレージを，サイロ開封

後滅菌ピンセットを用いて表腰部より約50g採取し，直ちに試料10g斬り滅菌0．05％寒天力【1

生理食塩水90m1を加えて1分閥振盈処理後，懸濁液を103～107倍に稀釈し，その1mlをと

り馬鈴藷グルコース寒天培地（PDA）に塗布し，30。Cで5日間平板培養をした。発生した

コロニーの集落形状および顕微鏡観察（周定剤としてラクトフェノール液を使用）により釣

菌をくり返し，単一の糸状菌に分離した。このようにして単離された菌株の中から宮路の検

索表5）により3種類すなわち・4砂θプg沼鰐，．Pθπ癖醗π〃z，　M躍。プに帰属すると推定される

菌株をそれぞれ選定し実験に供した。なおこれら3株は，食品薬品安全：センター秦野研究所

高鳥浩介研究員の厚意によりそれぞれ五5ρ6堰沼π5痂gεブ（以下・45ρ8プg沼π3SP．），　P6痂一

6ゴ醗吻zプog囎メ。癖（以下P62zゼ62払腰sp．）およびルfz‘60プsp．と【司定された。

2　供試培地の調製

　供試培地としては，菌を採取したと同一のとうもろこしサイレージを磨砕後，三重ガーゼ

で濾過して抽出液を集め，これに稀水酸化ナトリウムと稀塩酸溶液を加えてpHを4．0～7．0

まで0．5ずつ7段階（A：4．0，B：4．5，　C：5．0，　D：5．5，　E：6．0，　F：6．5およびG
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：7．0）にそれぞれ調整し，これらが元のとうもろこしサイレージの乾物含量（！7％）と等し

くなるように，セルローズ粉末を加えて供試培地（サイレージエキス培地）とした。なおサ

イレージエキス培地の組成は，水分83％，乳酸1，942mg／！00gDM，揮発性脂肪酸（VFA）：

酢酸（C2）327，イソ酪酸（iC4）38，酪酸（nC4）16，総VFA　381mg／100g　DM，全窒素（T

N）590mg／100　DM，揮発性塩基態窒素（VBN）60mg／100g　DM，　VBN／TN比10％，可溶

性炭水化物（WSC）147mg／100g　DMであった。

　つぎにpH価の異なる供試培地を新鮮無重量でそれぞれ35　gずっとり，これらを長さ200

且1m高径30mmの大型試験管に詰め，綿弓をした後121。C，15分間オートクレーブで滅菌し

た。冷却後それぞれのサイレージに3種類の糸状菌の胞子懸濁液をつぎのように接種した。

すなわちローズベンガル0。0359／1添加PDA平板上で，サイレージ109あたりそれぞれの糸

状菌のコロニー数が！03台となるように稀釈してこれらを0．1mlずつ無菌的に単独接種した。

接種後は300Cの恒温器内で培養し，0，2，4，6，8，10，14β鐸晦にサイレージの全

盤を取り出して蒸溜水約701n1を潴え，ホモジナイザーにて撹搾し，ポプリン布で濾過した

掴土腋を試料として分析に供した。なお実験は各区ともいずれも3連で実施し，それぞれの

平均値をもって示した。

3　分析方法

　培地および培養液のp｝｛価はガラス電極pHメーターG一品・堀場製M4），乳酸はBA－

RKER＆SuMMERSON6）法，全窒素（TN）はKJ8LDAHL法7），揮発姓塩基態窒素（VBN）

はCONWAYの微量拡散中和法8），揮発性脂肪酸（VFA）は水蒸気蒸溜とガスクロマトグラ

フィー9），可溶性炭水化物（WSC）はHANES法10）によりそれぞれ分析を行なった。

結 果

　とうもろこしサイレージ試料からは3属の糸状菌すなわち・4功8プ8沼目sp．，P認認伽解

sp．およびM刎。プsp．が検出され，これらの糸状菌を用いて菌接種前の培地のpHの違い

が菌接種後のpHの経時的変化にどのような影響をおよぼすかについて調査した結果は第1

図に示した通りである。

　これによればM解。プsP。を接種した場合，接種時のpHが4。0～4．5，またノ45ρ8プg沼z4∫

sp．を接種したものでは4．0～5．0の範囲のものは培地のpHの経時的変化はほとんどみられ

なかった。しかしM鷹or　sp．においては接種時のpHが5．5以上で6日目以降pHの著し

い上昇がみられたのに対して孟5ρ6プg二郷sp。では8黛属以降急激な下降がみられた。また

Pθ7z如硯繊sp．においては接種後14；三i以内にすべての場合pHが上昇した。

　乳酸含貴の変化については第2図に示した。すなわち・4∫ρθブ92ZZπ∫sp．，Pθ沈乞醗蹴sp．

およびM躍飢sp．を接種したいずれの場合も，接種時のpHに関係なく減少する傾向を示

した。なおノ43ρ8プg沼螂sp．およびMπooプsp．を接種した場合は特にpHが5．5以上で急

激な減少を示した。

　TN含重（第3図）についてはそれぞれかなり大きな変動を示したが，接種時と14日目の

含量を比較すると，M躍。プsp．を接種した場合接種時のpHが4。0～4．5では増加し，5．0
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Table 1. Changes in
 with various

 indivi

levels

dual VFA
of initial

contents with time in the

pK (mg/100g DM)
cultures

pH

4,e

Moulds

M

A

P

VFA

 C2
 iC4

nC4
Total

 C2
 iC4

nC4
Total

 C2
 iC4

nC4
Totai

Days after incubation

o 2 4 6 8 10 14

327

28

 16

381

358

 42

 19

419

5e9

 66

 30

605

590

 87

 44

721

623

loe

58

781

712

116

 72

900

724

146

 69

939

327

 38

 16

381

326

43

 21

39e

524

 57

 30

611

649

 74

 43

766

666

 97

57

82e

743

119

 68

930

725

l29

71

925

327

 38

 16

381

381

 42

 22

445

554

 47

 29

630

654

 77

 42

773

751

104

 53

9e8

711

121

 68

geo

528

112

 66

706
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            (Continued)

(1981)

pH

4.5

s.e

5.5

Moulds

M

A

P

M

A

P

M

A

P

M

VFA

 C2
 iC4

nC4
Total

 C2
 iC4

nC4
Total

Days after incubation

o 2 4 6 8 10 14

327

 38

 16

381

361

 43

 19

423

483

 62

 32

577

630

 88

 42

760

687

118

 54

859

771

130

 63

964

 779
 155
  69
1,O03

327

 38

 16

381

332

 40

 20

392

469

 45

 36

550

595

 61

 49

705

723

 72

 65

858

770

 77

 78

825

772

112

 67

924

 C2
 iC4

nC4
Total

 C2
 iC4

nC4
Total

 C2
 iC4

nC4
Total

 C2
 iC4

nC4
Total

 C2
 iC4

nC4
Total

 C2
 iC4

nC4
Total

 C2
 iC4

nC4
Total

 C2
 iC4

nC4
Total

327

 38

 16

381

361

 44

 24

423

595

 52

 35

682

639

 80

 61

780

691

101

 75

867

686

l27

 90

903

743

124

 76

934

327

 38

 16

38i

368

 47

 23

438

499

 58

 37

594

643

 91

 57

791

771

118

 68

957

 829
 135
  81
1 045
 ,

 857
 204
 106
1, l67

327

 38

 16

381

354

 51

 23

428

455

 76

 36

597

620

 94

 42

756

696

123

 56

875

761

l48

 63

972

762

159

 65

986

327

 38

 16

381

362

 45

 22

429

521

 64-

 38

623

774

 78

 57

909

779

103

 72

954

 859
 134
  77
1,070

 872
 l70
  79
1,121

327

 38

 16

381

312

 67

 26

405

298

 86

 41

425

255

l61

 58

474

238

279

 77

594

2eo

360

 94

654

156

425

114

695

327

 38

 16

381

328

 39

 24

391

366

 51

 32

449

424

 64

 37

525

534

 76

 4･8

648

471

 82

 43

596

477

 88

 45

610

327

 38

 l6

381

385

 38

 21

444

362

 72

 36

47e

350

115

 50

515

336

146

 69

551

413

191

 70

674

412

200

 84

696

327

 38

 16

381

349

 54

 20

423

295

 85

 39

419

234

286

 65

585

2oe

581

 84

865

  179

 828
  11e

1,117

 174
 954
 123
1,251
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6．0

6．5

7．0

A

P

M

A

P

M

A

P

C2
ic4

nC4
Tota1

C2
ic4

nC4
TotaI

C2
ic4

nC4
Tota1

C2
ic4

nC4
Tota1

C2
ic4

nC4
Total

C2
ic4

nC4
Total

　C2
ic4

nC4
Tota1

C2
ic4

nC4

Tota王

327

38

16

381

33王

39

17

387

367

37

25

429

377

41

28

446

366

40

32

438

361

46

39

446

328

51

37

416

327

38

16

38王

326

37

15

378

318

42

16

376

310

43

23

376

293

48

27

358

297

54

28

379

334

62

35

431

327

38

16

381

296

51

33

380

262

86

59

407

189　　　167

200　　　255

77　　　118
466　　　　1，006

149

417

130

696

149

555

145

849

327

38

16

381

333

39

17

389

351

49

31

43ヱ

398

66

53

5王7

370

74

60

504

353

78

42

473

327

79

210

616

327

38

16

381

335

36

18

389

318

42

26

386

32Q

53

40

413

342

68

45

455

338

76

42

456

307

72

41

420

327

38

16

381

317

37

20

374

260

61

29

350

232

109

62

403

219

177

76

472

163

201

95

459

139

246

1G2

487

327

38

16

38王

327

38

17

382

295

37

19

351

284

42

23

349

252

44

27

323

210

53

27

290

210

47

28

285

327

38

16

381

322

35

16

373

294

34

14

332

214

31

11

256

215

27

1王

253

196

31

13

240

188

29

11

228

Values　are　means　of　triplicate．

M：Mucor　sp．　A：Aspergillus　sp． P：Penici玉1ium　sp．

～5．5ではほぼ接種時のレベルを保ち，6．0～7．0では減少する結果となった。沼5ρσg沼鋸

sp．およびP8沈沼翔”z　sp．を接種した場合のTN含量は両者とも同様なパターンを示し，

pH4．0～4．5では接種時とほぼ同含量となり，その他のpHではそれぞれ減少する傾向がみ

られた。

　つぎにVBN／TN比については第4図に示した通りである。　Pθ沈沼謡呪sp．および

M鷹oプsp。を接種した揚合は全体的に著しい増加を示したが，特にP6痂oπ♂勿”z　sp．の場

合はpH　7．0における増加が顕著（39．4％）であった。・45ρθブ9沼麗sP．の揚合は8｝…i　lヨま

では接種時のpHに関係なくそれぞれ増加したが，その後pH　6。0～7．0の範囲の場合のみ減
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少傾向を示した。

　VFA総量については第5図に示した通り，3菌株ともに接種時のpHが5．5以下では急

激に増加する傾向がみられた。なおVFAの組成（第1表）についてはすべての場合に辮酸，

イソ酪酸，酪酸が検1ニヒ1されたが，！14πooプsp．の場合は特に接種時のpHが高く（5．5以上）

なるほど，酢酸含量が経時的に減少し，イソ酪酸，酪酸含量が増撫する傾向がみられた。

WSC含量については第6図に示した。これによれば3菌株を接種したすべてのサイレー

ジで，2日羅に含鐙が急激に減少したが，その後の経時的変化は！13ρθプg沼π5sp．でをま直ち

に漸減傾向を示したのに対して，P8η撮影襯sp．の場合はpHが4．0～5。0では漸増傾向と

なり，またpHが5．0以上の場合はさらに低下してから漸増する傾向を示した。またM躍。プ

sp．の場合もPε沈醗獺sp．の場合と傾向は類似したが変化の程度は大きくなった。・

考 察

　牧草サイレージに分布する優占糸状菌として・45少8g沼鰐sp．およびM観0プsp。が認め

られておりD，また佐々木11）は，土壌由来の糸状菌はサイレージの熱成過程でほとんど消滅

し，代ってG8¢擁6勧卿sp。や・43ρθプgゴZZ％5　sp．が多くなりM％ooプsp．，　R詑oρ％5　s1）．，

Tプ齢048筋αsp．，P8痂6認珈駕sp．なども出現することを認めている。原・大山2）はとう

もろこしサイレージでP6沈沼fz槻sp．とMo2zα36％3　sp．の分布を認め，またBritt　and

Huber12）はとうもろこしサイレージの変敗にはG80認。勧駕sp．が関係し，遼5ρ8プg2Z♂％5　sp．
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およびP8競沼謡㎜Sp．は殆んど影響をおよぼさないと述べている。なおかび臭のすると

うもろこしサイレージからは∠45勿プg沼鰐Fπ擁g指樽5を検出したという報告16）もある。

　これらの報告から本実験で分離された・45ρ〃g2”μ5　s1）．，P8π癖疏襯sp．および・M鷹。プ

sp．はとうもろこしサイレージに分布し，かつ何らかの形で変敗に関与する糸状菌であろう

と考えられた。

　水酸化ナトリウムで中和したサイレージは，中和後に酪酸を添加した場合に比較して侍蟻

が早まることが認められており13），これは好気的変敗：を抑制する作用のあるVFAの中和に

よるものであろうと云われている。本実験においては・45ρε〆g沼鰯sp．とMπooプsp．を接種

した場合，接種時のpHが4．0～5．0の範囲では菌株の発育の遅れが観察された。しかしこの

場合VFA中特に酢酸含量の増加（第1表）がみられたが，このことは糸状菌の持つ酵素セ

ルラーゼ14）の働き（特に・4幼6プg沼％∫sp．の場合セルラーゼの至適pHは4．5～5．2となって

いる）により増加したWSC（第6図）が資化された結果によることが推察された。一方，

Mπoα’sp．において接種時のpHが5．5以上の場合，　WSCが増加しなかった点については

この菌株の持つ酵素の特性によることが考えられる。

　さらにM耀oγsp。を接種した場合は，接種時のpHが5．5以上で乳酸含量が急激に減少し

た反面，VBN含量が増舶したことからサイレージのpHは上昇し，またVFAの組成（第1

表）からも明らかなように酢酸が経時的に減少して，イソ酪酸および酪酸が増加したが，こ

れはpHが高い（5。5以上）場合には特に乳酸，酢酸あるいはWSCなどから酪酸を産生する

ことカミイ司わ賎した。

　またM％ooブsp．を接種したpH　4。0～5。0の場合のTN含：量は，接種21三i｝ヨから急激に上

昇した。このことについては大山・雄木15）も湯婆の際に蛋白態窒素が増加する例があるとし

ているが，今國の増加は果して糸状繭の増殖による醜体蛋白質の合成によるものかどうかは

明らかではない。

　つぎに．A5ρ〃g沼π3　sp．を接種した場合のpHの経時的変化は，他の2菌株と全く異なる

特微を示した。すなわち乳酸の急激な減少にかかおらずpHが低下している点については，

乳酸以外の不揮発性有機酸の産生が考えられ，分析の結果∠45ρ6プg沼鋸sp．の液体培地にお

けるクエン酸産生量は，培養後10日臼で226mg／100m1となったのに対して，　P62z痂醗％彫sp。

およびM％ooプSP．の顔合はそれぞれ55および3mg／100m1となりクエン酸の産生量は少なか

った。このことからノ15ρ8プg2Z伽∫sp．の場合のpHの低下はクエン酸の増力llによるものと考h

えられた。

　Pθ沈2醗瑚zsp．を接種した場合は，接種時のpHが4．0から7．0の範圏でいずれもpHが

上昇したが，この理由については乳酸の低下とともにVBN比が接種時のpHに関係なく増

加したためと考えられる。なお接種時のpHが6．5および7．0の場合にVBN／TN比が増大し

たことは，同時にTN含量がかなり低下したこととVBN含螢の増加によることが考え．られ

るが，TN含量の低下の原因は明らかではない。・4功θプg沼π∫sp．の場合にも同様の傾向が

みられた。

　本実験においてはP87～ゴ。沼珈”z　sp．とMπcoプsp．を接種した揚合の成分組成の変動は，

その傾向がよく類似した。

　以上の結果からサイレージの著しい晶質低下を招く好気的変敗：においては，一般に有機酸
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の減少やVBNの生成などによってpHが上昇するといわれているが，このような現象に対

する糸状菌の影響は菌種によってかなり異なることが予想され，今回使用した菌株の培養結

果からは，・4⑫θプ9認π5sp．よりもP6π癖♂♂謡駕sP．およびM耀。プsP。の方がより大きな影

響をおよぼすことが考察された。

要 約

　サイレージの好気的弓敗に対する糸状菌の影響を調査する購的で，pHの異なるサイレー

ジエキス培地にとうもろこしサイレージより単離した糸状菌を接種した場合にみられる成分

変化を調査した。供試したサイレージエキス培地はとうもろこしサイレージの抽出液とセル

ローズ粉末から成り，その乾物含量はとうもろこしサイレージと間じレベルの17％となるよ

うに調整した後，それぞれ大型試験管に詰めて綿栓をほどこした。なお滅菌に先立って培地

の初期pHがそれぞれ4，4．5，5，5．5，6，6．5および7となるように2．5N　NaOHと

HCIを用いて調整した。

　とうもろこしサイレージより単離された3種類の糸状菌は・4∫ρ6プg沼π∫，Pθ沈沼加解お

よびM刎。プに帰属するものと推定された。これら3種の糸状菌は滅菌リンゲル溶液で稀釈

して新鮮物10g当り103台となるようにそれぞれ培地に接種し，30。Cで培養した。培養後

0，2，4，6，8，10および14日後に培地の成分の変化をそれぞれ調査した。

　Mπooプsp．においては接種時のpH：が5．5以上で培地のpHの著しい経時的な上昇がみら

れたのに対して，・45ρθプg沼鰐sp．の場合は急激な下降がみられたが，これは・45勿プ9沼鰐SP．

のクエン酸産生によることが示駿された。またP8π口唱蹴s1）．の場合はすべてにおいてpH

が経時的に上昇した。乳酸含量の変化については3菌株を接種したいずれの場合も，接種時

のpHに関係なく経時的に減少する傾向を示した。　P87z癖醗％解sp．およびM麗ooプsp．を接

種した場合のVBN／TN比は経時的に著しく増加したが，。A5ρ8プ9沼鋸sp．の場合は初期pH

の高い（6．0－7，0）場合に減少を示した。3菌株を接種した場合のVFA総量は，接種時の

pHが5．5以下でいずれも急激に増加する傾向がみられた。またすべての場合に酢酸，イソ

酪酸および酪酸が検出された。培地のWSC含量は3菌株を接種した直後にいずれも急激に

減少したが，その後の経時的変化は菌株ならびにpHによりそれぞれ異なる傾向がみられた。

　終りに，培地に使用したセルローズ粉末を提供された（株）興人研究部に対し深甚の謝意を

表する。
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Chemical Studies with Silage Moulds in Artificial Media

  Kyuei KIBE, Yasuo AZUMA and Yutaka KARASAWA

      Laboratery of Animal Nutrition and Feed Science,

               Fac. Agric., Shinshu Univ.

                               S"mlviary

    In order to investigate the iRfluence of siiage moulds on aerobic deterioration,

the chemical changes brought about in the silage extract media with various levels

of initial pH by the moulds isolated from corn silage were studled. The siiage

extract media coRsisted of silage juice plus pulp ceilulose powder and the dry matter

contents of tke media were adjusted to about 17% which was the same level as corn

silage by adding pulp cellulose powder and the media were prepared in cotton-

piugged culture tubes. Moreover, iRitial pff values of these media were adjusted to

4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5and7with 2.5N NaOH or HCI prior to autoclaving, res-

pectively.

   Three genera of moulds selected were AsPeftgillus sp. (A. niger), Penicillium sp.

(P. roqueforti) and Mucor sp. . Each culture of the moulds was diluted with sterile

Ringer's solutlon and introduced into the medium to give initia! counts of 103/10g

fresh matter for AsPergillus sp. , Penicillium sp. and Mucor sp. , respectively. The

cultures were incubated at 300C aRd the changes in chemical composition of cultures

at O, 2, 4, 6, 8, 10 and 14 days after incubation were measured, respectively.

   Large increases in pH at 8 days in the cultures of Mucorsp. were found in the

higher inltial pH values (range of 5. 5-7.0), whereas there was a rapid decrease in

pH against the lower lactic acid conteRt in the case of AsPergillecs sp.. Tltis is

probably due to the production of citric acid by AsPergillus sp. used. In all of tke

cultures of Penicillium sp. pH values markedly lncreased with time. In spite of

initial pH values, lactic acid contents in the cuitures of three genera of mou}ds

decreased with time. In the cultures ef Penicilliasm and Macor sp. tke ratios of VBN

/TN fairly increased with time, but in the cultures of AsPergz'llus sp. the ratios

decreased in the cases of higher initial pH values (range of 6.0-7.0). Total VFA

contents in the cultures of three genera of moulds remarkably increased in the case

of iower initial pH values (range of 4.0-5.5). Acetic, iso-butyric and butyric acids

were found in all of the cuitures. The WSC contents in the cultures decreased

irnmediateiy after incubation in all cases. And then, the different trends were

observed on the changes ln WSC contents with time among genera of the moulds

and initial pR values of media.


