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緒 言

　Brevibacterium　lillells（以下B．　lillellsと記す）は0．6から2．5μの桿菌で，至適温度約

21。C，グラム陽性，好気性，好塩性を有し1），その栄養要求性からみるとheterotrophic

bacteriaに属する2・3）。また，近年，リボフラビン，ニコチン酸，パントテン酸などのこの菌

による生合成に関する基礎的研究4）もおこなわれ，新しい利用面の開発が期待されつつある。

　B．linellsは古くからリンブルガー，ブリックなど半硬質チーズの表面熟成菌として利用

されてきた一つの菌種で，これらチーズの独特な風味，早期熟成などはこの菌の作用による

と考えられてきた。すなわち，1930年頃より，Steinfatt5）あるいはAlbertら6）がB．1inens

の基礎的な諸性質の解明を進めるかたわら，乳蛋白質の加水分解作用をゆうすることを認め

た。その頃，Kelleyら7）はこの菌がチーズの表面で，その熟成過程にチーズ蛋白質を分解す

る作用性を認め，その作用性が，酵母との共棲において一層促進されることも認めた。この

現象はHartteyら8），　Iyaら9）およびPurkoら10）に種々の興昧を与え，リンブルガー，ブ

リックなどにおけるB．1inensと酵母との生育関係，作用性など具体的な研究にまで発展し

た。その結果，これらチーズの熟成初期は主として酵母の作用が盛んで，その表面は次第に

アルカリ側に傾き，その後B．lillensが作用し熟成に関与することが明らかにされ，次第に

この事実が定説化するに至った。さらに，チーズのリンド部位に比較的多くの遊離アミノ酸

の生成が定量され，表面熟成菌としてのB．linensの蛋白分解作用性も実際的に証明され
た11・12）。

　その後，この種のチーズは熟成が比較的早いことから，主としてB．linensの蛋白分解

作用および蛋白分解酵素が研究の対象となり，その菌体外酵素13・14），ならびに菌体内酵素15）

の至適pH，阻害剤など酵素化学的な解明が行なわれ，特殊な蛋白分解酵素生産経過も認め

られている。

　上述のごとく，B．　linensに関する研究は種々行なわれてきたが，その一つの特性である

独特な風味物質の生産性についてはほとんど研究されず今日に至り，単に「その風味は蛋白

質の分解の結果生じてくるものと考えられる。」と述べたKosikowskiら16）の見解がその著

書に認められるのみである。近年，牛乳，乳製品はもちろんのこと，広く食品工業の分野に

おいても微生物の代謝産物としての風味物質の生成機構およびその利用面の解明が強く要望

され，またそれらの報告も決して少くない。著者らはB。linensの代謝機能と風味生成に関

する一連の研究を進めているが，その初報として，B．1inensの培養時における揮発性物質

の産出経過を定性的に，あるいは定量的に，今後の研究の問題を把握する目的も含めて追

＊Brevibacterium　linensの代謝とその応用工
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跡し，二，三の興味ある現象を得たので以下報告する。

実 験

　　1　供試菌株

　ドイツのWeiphenstepha11にある　Milchwirtschaftliches　Institut　der　Techllischell

Hochschule　M“nchenから譲り受けたB．　linensを加糖肉汁寒天培地（肉エキス1％，

ペプトン1％，グルコース1％，食塩0．5％，寒天1．5％）に21GC，10日間あらかじめ培養

し，40Cで保存しておく。これから加糖肉汁培地（上記培地より寒天を除いたもの）に1

白金耳接種し，210Cで2日間培養し，同様にしてこれを二回継代培養したものを供試菌株

とした。

　　2　培地と培養法

　肉エキス1％，ペプトン1％，グルコース1％，食瘤0．5％からなる培地を供試標準培地

（Medium－S）とした。この培地の各々の成分の濃度はそれぞれ0から10％に，またその

pHは4．0から10．0に変え，これらを互に組み合わせて調整したものを供試培地とし，揮発性

物質生成に対する培地の成分濃度ならびにpHの影響を観察した。なお，本試験はそれぞれ

の試験培地にB．1inensを2％量接種し，往復振盤培養機（回転数140　r．　P．　m．，振巾70mm）

により210Cで所定の日数培養し，以下の種々の分析に供した。

　　3　培養過程の性歌

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　まず，B．　linensの供試標準培地
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　　　　Illcubatioll　te111p。；　21DC
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における培養過程の一般的な性質を

知るために，そのpHの変化，　NH3

－Nの生産性，揮発性物質の生産お

よび培地のillitial　pHによる影響な

どについて観察した。

　a）　pHおよびアンーモニヤ（NH3

－N）含量の変化

　pHの測定一培地のpHの調整およ
　び培養後のpHは東亜電波製ガラス電

　極pHメーターで測定した。

　NH3－Nの定量　　アンモニヤの定

　量は培養液10mlをFolin法17）に準

　じ，室温で90分間通気し定量した。

　図一1は培地をpH　6および7に

調整し，！2日間培養したときの経時

的変化を示したものである。図より

明らかなごとく，pHおよびNH3－N

含量の変化が認められ，特にその変

化は培地のinitial　pHで異なるが，

培養日数2～4日付近にピークがあ
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　　　　Medium　・Medium－S
　　　　　　　　　，

り一つの二二を示している。さらに

第二のピークが9～10日付近に生じ，

この菌の培養過程における活性，酵

素作用性の一面を示唆している現象

と考えられる。

　次に，培地のinitial　pHと培養後

のpHおよびNH3－N含量について観

察した。結果は三一2に示した。図

は7日間培養後の結果であるが，

initial　pH　6～7付近で最も培地が

アルカリ性に傾き，またNH3－N含

量も高い。しかしinitial　pHが4付

近ではB．1inensの活li生はほとんど

示さず，また，代謝生産物も認めら

れない。また極端に培地のpHがア

ルカリ性であると，むしろfinal　pH

から酸性側に傾く傾向を示す。微生物の発育あるいは代謝機能と培地のpHとの関連性は古

くから注意されてきた課題で，大腸菌の酸性培地において脱炭酸作用が，アルカリ性培地に

おいて脱アミノ作用が，より活性であるという結果18）と考え合わせると，上述の結果は今後

の研究課題を示唆している。なおB．linellsけ生育に好ましいpHに自ら調整する性質をゆ

うしているというSandsユ9）の見解もあるが，その発育曲線より単純に肯定できないであろう。

　b）　揮発性物質の含量変化

　揮発性酸の定量一培養液100m1を硫酸酸性（pH　2．0）にし，これを3」容丸取フラスコにとり，

　減圧水蒸気蒸溜（滅圧度4～12mlnHg，蒸溜温度27。±30C，平均流出量2～3ml／min，蒸溜時

間60分）を行ない，流出液を0．1N苛性ソーダ（トラヅプ冷却温度約一3。C）で受ける。これを0・1N

硫酸で逆滴定し，揮発酸中の中和に要｛．．た0．1N苛性ソーダのmlをもって揮発性酸の総量とした。

　揮発性塩基の定量一同一培養液100mlを苛性ソーダでアルカリ性（pH　9・0）にし，前述の場合

　と同一条件で滅圧水蒸気蒸溜を行ない流幽液を0．1N塩酸で受けてこれを04N苛性ソーダで逆滴定

　し，揮発性塩基の中和に要した0ほN塩酸のm1をもって総揮発性塩基とした。

　　なお，揮発性酸および壌基類の抽出法として用いた減圧水蒸気蒸溜法については次回以下で詳述す

　るが，その回駅率は総量で90％以上を示し，含有量と正の相関を示すことは明らかに認められている。

　B．linensを12日間培養し，経時的にその総量の変化を調べ，その結果を図一3に示し

た。図の示すとおり，培養過程において，全般的に揮発性塩基の生産量が揮発性酸に比べ多い

ことが認められ，前述した培養過程のpHの変化からも予想されるごとく，一般にB．　lillells

は揮発性塩基の生産性に富むことが明らかとなった。さらに，この生産性は培養日数の経過

にともなって増加の傾向にあり，培養開始後5日，9日，11日目においてそれぞれピークを

なしている。この現象は先にFriedmallら13）がB．1inensのプロテアーゼの生産性につい

て検討した際に，4日目と8日目に特異的なプロテアーゼ活性を示したことを報告しており，

これを本結果と対比させると，プロテアーゼの活性の高い頃と揮発性塩基が多く生産される
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Fig．3　Changes　of　total　amounts　of　volatile　acids　alld　l）ases

　　　in　cultures　durillg　incubation．

　　　　　Incubation；　21。C
　　　　　Initial　pH；　7．　O
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頃とがほぼ一致し，揮発

性塩基の生成と蛋白質と

の関係を考えるとき，特

に興味深いものがある。

　C）　揮発性物質の生

産と培地のinitial　pH

　前項では，培養前の培

地pHが7．0の場合によ

る揮発性の酸ならびに塩

基の生産性について比較

検討した。すでにa）で，

菌の活性および代謝機能

と培地のpHは重要な問

題であることは述べた。

ここではこれら揮発性物

質の生成に対するpHの

影響を検討する目的から

培養前のpHを4．0～10。0にし，これにB．　linensを7日闘培養したときの揮発性酸および

塩基の総量を測定し，その結果を図一4に示した。定量法はb）の方法と同様である。

　図の示したとおり，揮発性物質はpH　4．0，5．0においてほとんど生産されない。また培養

液においても，菌体の増殖した様子はほとんど認められなかった。これは図一2の結果から

も予想されるところでpH　4．0，5．0においてB．　linellsは生育できないものと思われる。こ

のことはB．lillellsはpH　5以下の酸i生面で

発育しないと，多くの実験で明らかにされて

いる2Q）が，これと一致するところである。

pH　6．0以上になると酸性，塩基性両物質とも

に若干生産され，pH　7，0でその生産量が最高

に達し，さらにそれ、よりもアルカリ側になる

と共に滅少する傾向を示す。

　揮発性酸は極く少数のケト酸を除けば，そ

の多くは後述のごとく揮発性脂肪酸であっ

て，図の示す揮発性酸の酸：量の変化はそのま

ま揮発性脂肪酸の酸量のi変化を意味するもの

と解釈して誤りはないと考える。しかるに，

揮発性脂肪酸の生成において糖，脂肪，アミ

ノ酸がそのおもなる前駆物質であることはす

でに衆知のところであり，かつ，それら前駆

’物質からの揮発性脂肪酸の生成機構は複雑で

ある。ことに，本実験のpH　7．0における揮

18

61

41

（
ω
」
ヨ
【
8

12
嗣。

{
8
H
＼
餐
頃
○
雨
客
穎
d
）

　
　
　
　
　
　
の
℃
で
而
。
ヨ
d
剛
。
＞

01

8

6

4

2

Volati里e　bases

Volatile　acids

45

曾
3
8
ぢ
君
8
二
旨
σ
一
三
．
9

　
　
　
　
　
　
　
　
携
σ
5
ρ
①
＝
結
「
o
＞

0
　
　
5
　
　
0
　
　
5
　
　
0
　
　
5
　
　
0

4
　
　
　
3
　
　
　
3
　
　
　
2
　
　
　
2
　
　
　
1
　
　
　
1
5

　　0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0
　　　4．0　5．0　6．0　7．0　8，0　9．0　10．O

　　　　　　Initial　PH

Fig．4　Effect　of　illitial　pH　Qf　medium

　　　on　the　production　of　volatile　acids

　　　and　bases　in　cultures，

　　　　Incubation；　For　7　days　at　21。C

　　　　Medium　・Medium－S
　　　　　　　　，



鴇田文三郎・細野明義。五條敏弘・中村蔚：Brev．　linensの揮発性物質生成 109

発性感の比較的多量に生産される結果はそれらいずれの前駆物質に由来するものか，その作

用酵素の解明とともに重要な課題で，その全貌はいまだ不明であるが，個々の前駆物質およ

び酵素作用については追って後報する。

　一方，塩基として代表されるアミンの多くはα一アミノ酸からの脱炭酸によって生成され

ると云われているが，Galeの研究18）によると，　Str．　faecalis，　Cl．　septicum，　E．　cohなどの

アミノ酸からアミンの生成に関与するdecarboxylaseはPH　5．0～8．0においてよく生産さ

れ，またその酵素作用の至適pHも同じ5．0～8．0の間にある。したがって，それよリアル

カリ側においてはその酵素の生産もなく，またアミンの生成もないことになる。他の細菌の

decarboxylaseの至適pHは酸性側という記載21）もあり，その他の報告も合わせて一般に，

細菌のdecarboxylaseの至適pHは中性から酸性側にあると云えるが，本実験におけるpH

7．0付近での揮発性塩基の特異的な生成はB．linensのdecarboxylaseの産出もしくは作用

至適pHが7．0付近にあると予想することも可能である。

　4　揮発性酸性物質

　前述の実験で概括的ではあるが，B．　linensの供試標準培地における揮発性の酸性および

塩基性物質の生産性を把握することができた。また培地のinitial　pHによる発育および代

謝活性も概説できた。本実験ではさらに揮発性酸性物質の生産性と培地のillitial　pHおよび

その成分組成について検討した。

　d）培地組成とその生産

　培地のpHの変化が酸の生成に如何に影響するかは。）で述べたが，本実験では供試標準培

地の組成分の変化にともなう酸の生産量の変化について検討した。この酸の定量法はb）に

述べた方法によった。図一5はそれぞれの培地組成濃度を0～10％に変え，またinitial　pH

を7．0として21。Cで7日間培養したときの結果である。

　まず，食塩濃度の影響であるが，揮発性酸はその濃度5％付近で最高の生産量を示す。

B．linensは耐塩性が強く，15％の食塩濃度でも生育し得る22）と云われているが，チーズの

熟成過程に他の微生物の汚染を防止できる一つの性質として貴重である。しかし，耐塩性と

はいえ，本結果より明らかなごとく，5％以上の食塩濃度でB．linensの揮発性酸の生産性

は低下し，さらに後述するごとく揮発性塩基の生産も3％以上の食塩濃度ではその生産量が

低下しており，高濃度の食塩含量下では風味物質を円滑に生産出来ないことを示している。

この傾向は一般微生物も同様で，たとえばStr．　d宝acetilactisおよびLeu．　lactisなどの有用

微生物による芳香性物質の生産性も，その至適塩噌は異なるが類似した傾向を示す23）。

　肉エキス，ペプトンの場合は図一5に示すごとく，その濃度が高い程，酸の生産性を増す

傾向を示すが，特にペプトン濃度の影響が顕著である。このことは，蛋白質あるいはアミノ

酸類が酸の前駆物質となっていることを意味し，その関連性の深いことを示している。次に

グルコースについての結果をみると，その濃度が1％付近で最高の生産量を示している。揮

発性酸の生成において，グルコースは重要な前駆物質になっていることは前述したところで

あるが，B．　linensの場合も揮発性酸生成に対し，グルコースがなんらかの重要な役割を演

じているものと考えられる。

　　e）　揮発性脂肪酸とその含量

　培養過程に生産された揮発性物質の種類についてはガスクロマトグラフィーで定量した。
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　　　　　　　　volatile　acids　and　bases　ill　cultures．

　　　　　　　　　　Incu正）atiQn；For　7　days　at　21。C

　　　　　　　　　　Medium　；Varying　the　concelltration　of　only　one　componellt

　　　　　　　　　　　　　　　　in　Medium－S．

　揮発性脂肪酸の抽出一b）で述べた蒸溜法で得た流出液を0・1聾苛性ソーダで中和し，揮発酸を

ナトリウム塩とした後，500ml容共通擢’合せナス型フラスコにうつし，35QCで滅圧乾固した。これ

を約30m1の蒸溜水で洗い出し，再び硫酸酸性にして20～30皿1のエチルエーテルで3回抽出し，最

後にエーテルを除去したものをG・C・による揮発性脂肪酸分離定量のための試料とした。

　ガスクロマトグラフィー（G．C．）一G．C．による揮発性脂肪酸の定量法は中江ら24）の方法に

準じた。すなわち，装置として，柳本製ガスクロマトグラフGCG－200型および水索炎検出器GC

F－100型を使用し，カラム（銅製21n×0．5c皿）にDiasolid　S－Tween　20（95：5），キャリヤーガ

スHe，その流速60　m1／min．，カラム温度125。C，試料室温度180QCでおこなった。得られたガ

スクμマトグラムのピーク確認は標準脂肪酸の検量線を作成し，その保持時聞によった。また，定量

はその検量線から得られた面積重量法換算係数により計算正，た。なお，本実験は供試標準培地を用い，

210Cの温度で培養1．．たものである。
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Table　1．　Gaschromatographic　analysis　of　volatile　fatty　acids

　　　　　in　cultures　during　incubation．

IncubatiOll

　time

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

Volatile　Fatty　Acids（％）

Acetic　Propiollic　i－Butylic　n－Butylic　　i－Valeric　n－Valeric　Caproic

34。72

30．79

43．90

35．51

25．71

28．74

33．76

49．07

43．22

60．38

43．15

57．21

6．54

2．76

3。77

1．44

t

2．26

2．94

4．15

0．19

0．28

t

0，24

5．64

7．52

10．09

11．91

23．08

7．48

15．78

11．94

8．47

8．66

3．22

4．66

0．60

0．14

1．11

2．92

3．02

2．49

2．61

0，22

0．46

0．44

t

0．22

29．99

39．21

31．22

30．51

30．43

48．56

36．61

21．67

33。49

20．30

30．08

26．54

t

t

t

t

t

0．17

t

t

t

t

22．51

19，68

9．91

17．71

17．75

10．47

8，30

12．78

14．17

9．94

23．55

玉1．22

Incubation；　210C

Medium　・Medium－S
　　　　，

t；　trace，

一；undetected

　表1はその結果を示すものである。培養過程において各揮発性脂肪酸とも複雑な増減を示

している。これは培養過程において各揮発性脂肪酸の酸化，分解，消費さらにはC1．　kluyveri

にみられるような酢酸→酪酸→カプロン酸のごとき相互転移25）などの諸因が重なったために

よる結果と考えられるが，その原因解明は困難である。しかしながら，全般的に酢酸，i一吉

草酸，カプロン酸が他の脂肪酸に比べかなり多い。ことに，　i一吉草酸についてはこれまで

に他のチーズスターターがi一吉草酸を多量生産したことを論じた報告がないことからも，

この現象はB。lillensが持つきわめて特異的な性質と云わなければならない。

　一方細菌によるイソ系揮発性脂肪酸の生成機構については現在のところバリン，ロイシ

ン，イソロイシンからの生成が知られている。すなわち，Ritterら26・27）はグルイエール，テ

ィルジット，リンブルガーチーズから分離した好気性菌（ミクロコッカス）によって，バリ

ン，ロイシンから脱炭酸により，それぞれ直接にi一酪酸およびト吉草酸が生成すること

を論じている。さらに中江ら28）も市販チェダーチーズから分離した乳酸桿菌のresting　ce11

を用いて，ロイシンからのi一吉草酸の生成および，バリンからのi一酪酸の生成を報告し

ている。その他，ルーメンバクテリヤによるロイシンからのi一吉草酸の生成29）も報告され

ており，B．　Iinensの特異的なi一吉草酸の生成においてもこれらアミノ酸が重要な前駆物

質になつ．ているものと思われる。

　またi一吉草酸のみならず，他の揮発性脂肪酸についても同様に各種アミノ酸がそれらの
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前駆物質になり得ることが予想される。すでに乳酸菌についてはホエー培地にカザミノ酸や

単独アミノ酸を添加した場合に揮発性脂肪酸の生成量が増すこと30）や，またrestillg　cellを

各アミノ酸に作用させた場合に揮発性脂肪酸が生成すること2a31）から，アミノ酸からの揮発

性脂肪酸の生成が明らかに証明されている。B．　linensにおいてもアミノ酸から揮発性脂肪

酸が生成することの可能性も強く，糖および脂肪からの生成と合わせて警報で詳述する予定

である。

　5　　揮発性塩基卍性物質

　B．linensによる揮発性塩基性物質の生産は酸より多いことはb）で述べた。このことは緒

論でも述べたごとく，B．　linensの生成する特有の風味と関係あるものと著者らは考えてい

る。本実験では酸と同様，その生産性と培地のillitial　pHおよびその組成について定性的に

検討した。

　　f）培地組成とその生産

　d）で述べたと同様，培地の組成の変化による揮発性塩基性物質の生産量の変化について

検討した。この塩基の定量法はb）に述べた方法に準じた。二一5はその結果で，培養条件

はd）と同様である。

　まず，食塩濃度の影響であるが，揮発性酸の生産とは異なり，塩基性物質は食塩濃度3％

で最高の生産量を示した。肉エキス，ペプトンの濃度による変化を見ると，その濃度が高い

程塩基性物質の生産量が増加している。この傾向は前述の揮発性酸と比較してその生産が顕

著であり，塩基性物質の生産と蛋白質あるいはその分解物との関連性は揮発性酸より一層密

接であることを示唆している。

　さらに，グルコースについてみると，塩基の生産が糖濃度の増畑にともない減少してい

る。これはKoesslerら32）がColin．　bacilliのGrowing　Cultureを用いてヒスチジンからの

ヒスタミンの生成を研究した際，グリ字戸一ルやグルコースのような容易に利用される炭素

源を入れておかないとアミンは生成されないと述べている事実と全く相反する結果であり，

B．1illensにおいては揮発性塩基に対し，糖の存在はむしろ阻害的であることが認められる。

　g）塩基，特にアミン類の定性

揮発性塩基の組成について，二，三の知見を得るため，培養7日目の培養液を用いて，そ

の代表されるアミン類について定性的試験を行なった。その試験方法は次のとおりである。

　塩基性物質の抽出一b）項で述べた塩基性物質の抽出法によって得たものを塩酸塩とし，これを

　（抽1）とした。その時の蒸溜残留物から99％のエタノールを用いて抽出33）して得たものを（抽2）

　とした。さらに，アルカリ性にした培養液をBlockら34）の方法に準じ，エーテルにより48時間連

続抽出し，これを0．1N燐酸で受け，抽出後これを苛性ソーダで中和しn一ブタノールで抽出，硫酸

　ナトリウムで乾燥相野酸塩としたものを（抽3）とした。

　ペーパークロマ、トグラフィ一一東洋濾紙No．50を用い，展開剤としてブタノール，酢酸，水

　（4＝1：2）を用いた。顕色試薬および反応として，Ninhybrill試薬，　Dragelldroff試薬，　Diazo試

薬，芥子油反応および坂口反応を用いた。試料はすべて供試標準培地を用い，7日間，21。Cで培養

　したものから調製し，前述の三方法で抽出した塩酸楓をペーパークロマトグラフィーで検討した。

　検出されたクロマトグラムは十一6に示した。図はNil止ydri11陽1生スポットであるが，そ

れぞれ（抽1）から，Rf値0．25，0。47，0．60，0．94の四種，（抽2）から0．26の一種，（抽



鴇田文三郎・細野明義・五條敏弘。中村蔚：Brev．1inellsの揮発性物生成 113

3）から0．35，0．48，0．92の三種，計入種類のスポット．が認められた。各スポットを順にA

～Hとし（図一6），上述の各種顕色反応とRf値35）から，　A；ヒスタミン，　B；エチルアミン，

C；チラミンD；H；ジブチルアミンE；カタベリン，F；メチルアミン，　G；ジエチルアミ

ンと判定した。なお，カタベリンのブタノール，酢酸，水（4：1：2）を用いるRf値は

文献未知であるので，ブタノール，酢酸，水（4：1＝5）のRf値0．1736）より判定した。

特に，Rf値α25付近は種々の物質，たとえばプトレッシン，カタベリン，ヒスタミンなど

が，重複するところであるが，スポットAはDiazo反応陽性であったことから，　lmidazol核

をゆうすることが明らかであり，また，カタベリン，プトレツシンに特有の反応である黒野

法37）で陰性を示した。さらに，脂肪族第2級アミンのニトロプルシットナトリウムおよびア

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　セトアルデヒドによる検出鋤で陰性

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　を示した。したがって，スポットAは

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヒスチジンの脱炭酸したヒスタミンと
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Fig．6　Paper　chrornatograms　of　amirles　extracted

　　　from　the　culture．

　　　　IncubatiQn；　For　7　days　at　21。C

　　　　IIIitial　pH；7．　O

　　　　Mediuln　・Medium－S
　　　　　　　　　フ
　　　　Solvent　；Butanol－Acetic　acld－Water

　　　　　　　　　　（4：1：2）
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判定した。さらに，スポットEは画廊

ペリンあるいはプトレッシンのいずれ・

かであることが予想され，96％エチル

アルコールの溶解度試験よりカタベリ

ソと判定した。なお，ヒスタミンの生

産量は比較的多く，その塩酸塩として

容易に結晶単離することが可能である。

　アミン類はチーズ中にも含有してい

ることは以前から知られていること

39・40）で，その含量が多い場合不快臭

の原因になると一般にいわれている41）。

しかしながら，一方B。1inensによる熟

成チーズの特有の風味に対するこれら

アミンの帰与も見のがせないところで

あり，今後本格的な検討が必要である。

なお，プテレッシン，スペルミン，ス

ペルミジンなどがし．casei42），　H．　para．

hlfluenza143）などの発育を促進する補

助因子としても注目され，特にB．

1inensと乳酸菌との共棲を論ずる上に

も興味ある問題と考えられる。

　6　揮発性中性物質

　　h）．培地組成とその生産

　前述の各種実験においては揮発性中

性物質について全く触れなかったが，

中性物質の中でも特に中性カルボニル

化合物およびアルコール類は風味物質
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として重要である。したがって，上述の酸性，塩基性，両物質の試料と同様の条件で得たも

のについて，下記の方法で定性的に検討した。

　　揮発性中性物質の定性一Bodnarら44）の方法に準じ次の方法により行った。培養液から101nlと

　りこれをゴムキャップを付した20ml容試験管にとり，無水硫酸ナトリウム6gを飽和させ，5分闘

　振拙した後，70。Cの水浴中に5分閥浸し，10　m1容のシリンジをゴムキャップにさしこみ，ピストン

　を5圓往復させ，試料中のhead　space（約gml容）sample　10　mlをとり，　G・C・用試料とした。

　使用したG．C．は前述の柳本製を用い，カラム（2m×0．5cのにCelite　polyethylelle　glyco1

　4000（9515），キャリヤーガスHe，その流速45　ml／min．｝カラム漏度7G。Cの条件で検出した。

　得られたガスクロマトグラムの定性は既知標準物質の保持時關によった。さらに，補助的手段として，

　Feiglの記載45）に従い以下の検出反応を行った。すなわち，アルコールの検出にキサントゲン酸反応

　およびDavy反応，アルデヒドの検出にアソモソニや二二溶液（Tollens試薬）法，　Fehling試薬

　法およびNessler反応，カルボニル化合物の検出にヨードホルム試験，亜硫酸水素ナUウムーヨ

　ード反応およびNesser反応をそれぞれ用いた。

　　なお，上述のhead　space　sampleによるガスクロマトグラムは，定量的な検討の結果，含量ピー

　ク面積とは正の相関を示すが，最高で14％の変動を示すので，ピークの高さ（皿m）×ピークベース

　（nlnユ）により定性的にその含量を示した。

　結果は表一2に示したとおりである。なお，表一2には培地成分の濃度を変えた各培地の

うち，揮発性酸および塩基の生産がそれぞれ比較的多かつた培養液についてのみ示した。表

に示されているとおり，培養7日目におけるそれら風昧物質の組成を示すガスクロマi・グラ

ムからカルボニル化合物として，フォルムアルデヒド，アセトアルデヒド，アセトンの三

種，アルコールとして，エタノール，i一プロパノール，11一プロパノール，　i一ブタノー

ルの四種が検出されている。

　また，表には示していないが。）およびd）と全く同じ方法で揮発性中性物質の生成にお

よぼす培地のpHならびに培地養分濃度の影響について検討した。その結果は次に要約され

るとおりである。

Table　2．　Gaschromatographic　analysis　of　neutral　volatile　substances

＼　　　Mediuln
　　＼　　　一 NaCI
N。。t，alV。1。庶3傷＊＊5鯵

Glucose BOuillon PeptOn
0％＊＊　1％＊ 1％＊　10％＊＊ 5％＊　10％＊＊

For11瓜aldehyde

Acetoaldehyde

AcetOn

Ethallo1＆
　　i－Propallol

n－Propanol

i－Butano1

52＊＊＊　44＊＊＊

108

2

8

0

24

88

1

1

0

48

72＊＊＊　　140＊＊＊

2

0

0

20

30

116

4

28

0

84

72＊＊＊　　80＊＊＊　　　　118＊＊＊　　162＊＊＊

114 2

2　　216

8　　154

0

6

0

0

228

20

20

160

770

8

408

324

50

816

Incubation；For　7　days　at　21。C

Medium、　；Varying　the　concentration　of　only　one　component　in　Medium－S．

　　　　＊　The　medium　which　produced　large　amotmts　of　volatile　acids．

　　　　＊＊　The　medium　which　produced　large　amounts　of　volatile　bases．

　　　＊＊＊　The　value；Peak　height（mm）×Peak　width　at　base（mm）．
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　まず，培地のpHの影響であるが，　initial　pH　7～8付近において最も多く揮発性中性物

質が生産し，食塩はその低濃度においてアセトン，エタノールの生成が多く，高濃度（食塩濃

度10％）においてはi一ブタノールを多く生産する特性を示した。また，アルデヒド類の高

い生産を望む場合は培地の糖濃度を高く（約5％）するのが良いことを認めた。肉エキスお

よびペプトンなどの濃度と生産中性物質の量は必ずしも一致しないが，これらの高濃度（約

10％）はアセトアルデヒドの生成を顕著に減少する傾向を示し，3から5％の培地濃度で生

産が最：も大であった。総括して，一般に中性物質の生成においても培地成分濃度の影響が大

きいことが認められ，特に肉エキス，ペプトンの濃度差によってアセトアルデヒド，アセト

ンの生成量が大きく増減している。

　一方，これら化合物は乳製品に芳香性を与え，以前からチーズやバターにおける重要な風

味物質として研究され，その生成機構についても漸次明らかにされている。チーズにおける

中性カルボニル化合物の生成はクエン酸醗酵，アミノ基転移などにより酸性カルボニルが生

成され，これが中性カルボニルの前駆物質になるといわれている46）。そしてBassettら47・48）

はペーパークロマトグラフィーによって多くの酸性および中性カルボニル化合物を同定し，

各種チーズにおける特徴的なケト酸の生成様式を明らかにしている。それによると，ブルー

チーズでのケト酸がクエソ酸醗酵と脂肪酸のβ酸化によって生成するのに対し，B．　linens

により熟成するブリック，リンブルガーなどのチーズにおいてはケト酸はおもにクエン酸醗

酵とアミノ基転移により生成することが明らかにされている。また，アルデヒドの生成につ

いても，その機構が明らかにされており，アミノ酸のストレッカー分解によるものが主であ

ると云われている4創50）。さらに，これらケトンおよびアルデヒドの還元によりアルコールが

生成することも衆知のところである51・52）。このように，これら中性風味物質の生成機構は必

ずしも単純ではないが，チーズ，バターに限らずin　vitroでの培養過程においてもこれら風

抹物質の生成機構は本質的には同じであろうことは充分予想されるところであるが，本報で

は単に中性風味物質の生産性の傾向について記述するに止める。

　なお，本実験では三種類のカルボニル化合物，四種類のアルコールを検出したのみに終っ

たが，最近Dayら53）が分子蒸溜，ガスクロマトグラフ，質量分析計の手法を用いてブルー

チーズよりおよそ100に近い中性風味物質を検出していることから，B．1illensの場合もこれ

らの手法を用いればさらに多くの中性風昧物質の検出が可能と考えられる。

　以上，本実験ではB．1illellsの培養過程における風味物質として，揮発性酸ならびに揮発

性塩基の生産性およびそれらの組成について比較検討し，またそれにおよぼす培地のpHお

よび養分濃度の影響について検索した。さらに，培養中に生産された中性風味物質の組成に

ついてもふれた。

　得られた諸結果の中でB．linellsが揮発性塩基の生産性に富み，特にヒスタミンの含量が

高いこと，および揮発性脂肪酸としてi一吉草酸が特異的に生産される事実などはB．linens

の生産するいわゆる「リネンス風味」を特徴づける現象の一つと考えられ，今後の研究にお

いて特に注目したい結果であるように思われる。本報告はB．Iillensの培養過程における一

般性状を認識するため，定性的な実験法に基づいての結果を述べたが，その個々については

追って後報する。
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要 約

　B．lillensの生産する風味物質およびその一般的性状を知る目的から，本報では，培養過

程の性状あるいは揮発性物質の生産i生について種々検討を行なった。すなわち，揮発性物質

としては，酸性，塩基性および中性物質を対照とし，培地のpH，組成と菌の発育およびそ

れらの生産性を比較検討し，さらに，その組成について定量的にあるいは定性的に分析した。

結果は次のごとく要約される。

　1　B．linensは培地pH　4～5付近でほとんどその発育が認められ’ない。しかし，それ

以上のpHでは発育し，　pH　7付近で最も顕著である。7日問の培養で培地のfinal　pHは主

に8．5付近に変化するが，培地のillitial　pH　9～10の強アルカリの場合，むしろ酸性側に変

化し同じfinal　pHを示した。　NH3－Nの生産性は菌の発育の顕著なpH6．0～7．5で最も大で

ある。なお，培養過程のPHおよびNH3－Nの生産性の変化は単純なシグモイド曲線を示さ

なかった。

　2　揮発性塩基性物質は他の酸性および中性物質と比較して，その生産量が多く，B．1inens

の特有の風味を構成する主成分と考えられる。一方，酸性および中性物質の生産も決して少

くない。なお，塩基性および酸性物質の生産は培地pH　7付近で最も大であり，また，培養

の経過に伴うその生産性は複雑で，培養後5，9，11日付近にそれぞれ含量のピークを示し

た。

　3　揮発性酸は培地のグルコース，肉エキス，ペプトンの含量が多くなるにしたがってそ

の生産が増加する傾向を示し，また，食塩5％の濃度で最も大であった。その組成は酢酸，

i一回戦酸，カプロン酸が多く，ことにi一吉草酸の多量生産性は文献未知の新事実であ

る。

　4　揮発性塩基は培地の肉エキス，ペプトン含量の増加で顕著に多くなり，また食塩濃度

3％の時，最も多い生産量を示した。しかしグルコースの存在はむしろその生産を減少させ

る傾向を与える。その中のアミン類として，ヒスタミン，エチルアミン，チラミン，ジブチ

ルアミン，カタベリン，メチルアミン，ジエチルアミンなどを検出した。

　5　揮発性中性物質として，フォルムアルデヒド，アセトン，アセトアルデヒド，エタ

ノール，i一プロパノール，　n一プロパノール，およびi一ブタノールなどを検出した。す

なわち，三種のカルボニル化合物と四種のアルコールを認めた。これらの物質の生産におい

ても培地の各成分濃度の影響が大であり，特に肉エキス，ペプトンの濃度差がアセトアルデ

ヒド，アセi・ンの生産に影響するところ大であった。
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     Primary Observation on the Production of Volatile

              Substances by Brevibacterium linens

                by Fumisaburo Tokita, Akiyoshi Hosono,

                  Toshihiro Gojo and Masashi Nakarnura

       Laboratory of Animal Products Technology, Fac,, Agric., Shinshu Univ.

                               Summary

   The close relationship of B. Iinens and a characteristic cheese flavor of

Limburgar and Brick which are ripened by the micro-organisrn has long been

recognized but no work on the role of actions of it to the flavor production

seems to have been undertaken. This paper is a general preliminary report on

the behavior of B. Iinens during incubation for the purpose of investigating this

problem.

   In this experiments liquid standard medium (Meidum-S; peptone 1 %, glucose !

%, bouillon1%, NaCl O.5%, pH 7.0) was used for the most part. B.Iinens was

incubated at 210C for various prescribed time in the Medium-S and other media

varying pH and the concentration of only one component from the Medium-S,

then changes of pH, NH3-N contents, and amounts and components of volatile

acids, bases, neutral substances separated from cultures by steam distillation were

observed qualitatively and quantitatively by the methods of gaschromatography

(G. C. ), paper partition chromatography (P.P. C. ) and others. The results obtained

are summarized as follow.

   (1) B.Iinens scarce!y glew under the initial pH 4.0 to 5.0. In initial pH 6.0

orabove, however, it glew remarkably. Especially, near in initial pH 7.0 was

the most favorable condition for its growth. After incubation for 7 days pH in

cultures were constantly brought to near 8. 5 (Fig. 2).

   The contents of NH3-N in cultures increased but no sigmoid curve during

incubation, and it was observed larger in the cultures incubated for 5,9 and 11

days under initial pH 6.0 to 7.0 (Fig. 1).

   (2) Near in the initial pH 7.0 of media was the most favorable condition

for the production of volatile bases and acids during incubation (Fig.4).

   Volatile bases were always quantified larger amounts than volatile acids and

neutral substances in each medium and their contents were increased but no

linear during incubation as NH3-N contents (Fig. 3). It is quite possible from the

facts that volatile bases were main components of the characteristic cheese flavor

ripened by B. Iinens. On the other hand contents of the volatiie acids and neutral

           .t
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substances were also quantified no Iinear during incubation such as that of the bases.

    (3) The higher concentration of bouillon, pepton or glucose in media proportio-

nally increased the production of volatile acids, and 5% NaCl content was the

most proper condition for their production (Fig. 5).

    Form the data of G.C., acetic, propionic, iso-butyric, n-butyric, iso-valeric

and caproic acids were commonly found in media. Among these fatty acids

acetic, iso-valeric and caproic acids were found a remarkable heigher (Table 1),

especially, iso-valeric acid was the most interesting because of no such high

production had been found in the other cheese starters.

    (4) Bouillon or pepton in medium was also useful component to produce

the volatile bases, and 3% NaCI was favorable to its production (Fig.5).

   Volatile amines were isolated and identified by P. P. C. and spot tests, Histamine,

thyramine, dibutylamine, monoethylamine, monomethylamine, diethylamine and

cadaverine were then comformed(Fig.6). Histamine was found larger amounts

than the others and crystalized easily from the distilate.

    (5) As neutral volatile substances, three neutral carbonyl compounds and four

alcoholes have been detected by G.C. and spot tests. They were formaldehyde,

acetoaldehyde, aceton, ethanol, iso-propanol, n-propanol and iso-butanol. Their

production were also effected by a medium components, especially, bouillon or

pepton were effected remarkably on the production of acetoaldehyde and aceton

(Table 2).


