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　　　　　　　緒　言　　を號三懸、おいて，醐芽胞が発芽して±曽

　一般に良質サイレージは，埋蔵初期の乳酸発酵によ　　　殖を始める時期及び生菌数の変化が品質の変化に憎き

るpHの低下によって酪酸菌やその他の細菌の活動が　　　く関与していると考えられている．酪酸菌の生菌の培

抑制され，安定した状態を保持している（増子，1999）．　　養と計数については，菌の採取から培養期間における

発酵基質として乳酸及び糖類を消費し，さらに蛋白質　　　適当な生育環境条件，特に嫌気状態の維持が困難であ

を分解してアンモニアを生成する酪酸菌の増加は，サ　　　るとともに，芽胞状態で採取した菌が発芽して，生菌

イレージ品質を劣化させる最も大きな要因である．酪　　　として計数されることがあるために，正確な値を得る

酸を生成する細菌を総称して酪酸菌とよんでいるが，　　　ことが難しい．そこで，サイレージ発酵過程における

サイレージにみられる酪酸菌はClostridium属がほ　　　酪酸菌の動態は，一般的には芽胞数の測定を行って検

とんどである．酪酸菌は，土壌，家畜の糞あるいは堆　　　討している．

肥由来のもので，原料草の収穫及び埋蔵過程において　　　　本研究では酪酸発酵のパターンが異なる牧草サイレー

原料草に付着し芽胞（胞子）の状態でサイロ内に混入　　　ジの調製を行い，埋蔵初期の酪酸菌芽胞を2通りの培

していると考えられている（6stling　and　Lindgren，　　養方法で計数し，芽胞数の変動と発酵品質との関係に

1991）．生菌（栄養細胞）の生育適温は30から40℃　　　ついて検討した．

購鮒羅P認懇諾面白畠　　材料及び方法
性を持ち，100℃の加熱処理でも容易に死滅しない　　　　1．サイレージ材料草

（手塚・滝井，1985）．嫌気性菌類である酪酸菌の芽胞　　　　九州大学附属農場で栽培した青刈りエンバク

は，サイロ内が発芽に適当な条件になると発芽し増殖　　　（AvenαsαtivαL．，品種名：イーグル）を1996年1
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月31日に刈り取り，サイレージ材料草とした．　　　　　　に，0．3％ペプトン水225mlを加え抽出後，80℃で10

　材料草の乾物率は19．0％，新鮮物当たりの全窒素含　　　分間湯煎し，生菌を殺菌したものを原液とした．この

量（ケルダール法；須藤，1967）は0．50％であった．　　　原液とこれを0．3％ペプトン水で10倍，100倍，1000倍

　2．サイレージ調製方法　　　　　　　　　　　　　　　と段階稀釈したものをサンプル液として培養に使用し

　材料草を1～2cmに細切し，50ml容プラスチッ　　　た（近藤・加藤，1981）．

クチューブに55g（新鮮物）詰め込み20℃で貯蔵した　　　　①稀釈平板法（Dilution　plate　method）；サンプ

ものを対照区とした．埋蔵時に材料草新鮮物当たり1　　ル液1m1をペトリ皿に入れ，培地約15mlを加え固

％のグルコースを添加したものをグルコース添加区，　　めた．1．5％寒天溶液を重層し，固まった後，ペトリ

99．5％エタノールを5％添加したものをエタノール添　　　皿を嫌気ポット（Gas　Pack）内で嫌気状態にし，35

加区及び88％ギ酸を0．5％添加したものをギ酸添加区　　　℃で1週間培養後，ペトリ皿に出現したコロニーを肉

とした．また，対照区と同様の方法で埋蔵し貯蔵温度　　　眼で直接観察し，計数した．培地組成はTable　1に

を35℃としたものを35℃区とした．さらに，細切した　　示した（Jonsson，1990）．

材料草を乾物率が34％になるまで通風乾燥機（40℃）　　　　②最確値法（Most　probable　number　method：

で予乾し45g埋蔵後，20℃で貯蔵したものを予乾区と　　　MPN法）；稀釈頻度法ともいわれる．1つのサンプ

した．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ル当たり3段階以上稀釈したサンプル液をそれぞれ1

　3．調査項目　　　　　　　　　　　　　　　　　　　mlずつ液体培地9mlの入った5本の試験管に入れ，

　埋蔵後1，3，5，7及び14日目に開封したサイレー　　　流動パラフィンで水面をおおい，37℃・1週間の培養

ジの抽出液を調製し（森本，1971），pH測定（堀場製　　　後，発泡の認められた試験管の数を稀釈段階ごとに数

作所製pHメーター，　F－13），揮発性塩基態窒素（水　　　え，最確値表を用いて芽胞数を計算した．培地組成は

蒸気蒸留法；大山，1971，以下アンモニアまたは　　Table　2に示した．

VBNと略），乳酸（比色法；森本，1971）及び酢酸
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　結　　　　　果
と酪酸（ガスクロマトグラフ法；島津製作所，GC－

17A）の定量を行った．　　　　　　　　　　　　　　　　　サイレージの初期発酵についてpH，有機酸生成，

　4．酪酸菌芽胞の培養及び計数方法　　　　　　　　　　アンモニア比率（VBN／Total－N）の推移をFigs．1，

　材料草及びサイレージの新鮮物30g（陰乾区20g）　　　2及び3に示し，6処理問で比較した．本実験におい

　　　　　　　　　Table　1．　Concentration　of　culture　medium　of　reinforced

　　　　　　　　　　　　　　clostridial　agar　used　for　estimating　the　number

　　　　　　　　　　　　　　of　spores　using　the　dilution　plate　method．

　　　　　　　　　　D－gユucose　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．5g

　　　　　　　　　　Soluble　starch　O．lg
　　　　　　　　　　Bacto　pepton　1．Og
　　　　　　　　　　Yeast　extract　O．3g
　　　　　　　　　　Meat　extract　O．5g
　　　　　　　　　　L－cysteine　monohydrochloride，monohydrate　O．05g

　　　　　　　　　　Sodium　acetate　O．3g
　　　　　　　　　　Sodium　chloride　O．5g
　　　　　　　　　　Agar　1．5g　　　　　　　　　　Distilled　water　100ml

　　　　　　　　　　Neutral　red　O．0050／o＊
　　　　　　　　　　D－cycloserine　200ppm“

　　　　　　　　　　pH　7．4
　　　　　　　　　　“：　Final　concentration　（Jonsson，1990）
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Table　2．　Concentration　of　liquid　culture　7
　　　　　　　　medium　used　for　estimating　the　I　R　A．．．
　　　　　　　　number　of　spores　using　the　most　6　Hr：”’一；X；一一一L：2

　　　　　　　　probable　number　method．　I　X．　Xx．　’”
“

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　巴5　　’、

　D－glucose　1．Og　’　1　XXx
　Bacto　pepton　e．5g　4　pa　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ・一”t　　　　　曹”醤’・ロー一一一・…　…一一’”一…一噛曹

　K，HPO，　O．05g　3
　KH2PO4　O．05g　o　s　lo　lsMgSO4’7H20　O．02g　Fermentatiop　days
畿職　　8：8811　Fig…蟹二二騰三灘，，
sodium　thiogiycoiate　o．osg　＃IE3tsigca，”一〇izx：：；［i｝w””；iF／tOi　illiCACid・

　Distilled　water　100ml

　pH　7．0’一7．2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Control　Formic　Acid
　　　　　　　　　　6

　　　　　　　　　芝4

　　　　　　　　　a
　　　　　　　　　eR　2

　　　　　　　　　　0

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Glucose　35℃
　　　　　　　　　　　6

　　　　　　　　　　　4　h　HN一一KN一一一一一…一一　tst－
　　　　　　　　　a

　　　　　　　　　＊2　wwNH　wwN一一
　　　　　　　　　　　〇

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ethanol　Wilting
　　　　　　　　　　　6

　　　　　　　　　a
　　　　　　　　　eR　2

　　　　　　　　　　　0

　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　3　　　　5　　　．7　14　1　　　　3　　　　5　　　　7　14
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fermentation　days　　”　Fermentation　days

　　　　　　　　　　　Fig．　2．　Changes　in　the　concentration　of　organic　acids　after　ensiling

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（N；Lactic　Acid，巳；Acetic　Acid，国；Butyric　Acid）．
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　8　　　　　　　　　　　　　　　　　　．．．A　　　　　て対照区では埋蔵後1日から3日目に多量の乳酸が生

§6　．＿．．み二ニピニ1⊥…一…　細鱗pHは4肝になった・その後・わずかに乳
苧　　　　　　　　　，’　　　　　　　　　　　　　　酸の減少，酢酸の増加そしてアンモニアの増加がみら
お　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ダ

菖4　一．．．．．一．…一一ttt．／＿一．．＿、　．．．皿．．．．＝7；．一一　　　　　れたが，14日目まで酪酸の生成はほとんどなく，pH

＞　　　，．．．＿．ノ　　／／・／！’　　　　　　　　も安定していた．グルコース添加区については乳酸の
91　2　△：：：；’　’S　『’万丁’…ρ’．一．目．』．一一……一　　…　　　　増加が対照区の場合と比べゆるやかであった．アンモ

　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　のコロ　コロロ　　ロ　o　・…＿。一一・・一・…’”ロ…”一一一一’’”　　　　　　　　　ニア及び酢酸の生成が少なく，pHは14日目まで低下

　　0　　　　　5　　　　　10　　　　　15　　　を続けた．
　　　　　　　　　Fe「mentation　days　　　　轍添加区では騰直後から，Hは3．7を示し，孚L

Fig．3．　Changes　in　volatile　basic　nitro一　　　酸だけが5日目以降わずかに増加した．予乾区におい
　　　　gen／total－nitrogen（VBN／Total一　　　ても，酢酸及び酪酸はほとんど生成されなかったが，

　　　　撃1膿認3；；舌蹴，　14日後の乳酸含量は3．5％（乾物当たり）と比較的

　　　　　一｛＝ト．；Formic　Acid，＿△一；35℃，　　　　高い値を示した・しかしながら，アンモニア比率は

　　　　一△一・・一一；Wilting）．　　　　　　　　　　　　1日目に2％，さらに5日目から増加し，7日目以後

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6処理で最も高い比率となった．エタノール添加区

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　では埋蔵後7日間は有機酸の変動は認められず，埋蔵

　4　　　　　　　　，．。．．．．．　　　　　　　　　　　14日目の乳酸含量は5％，pHは3．5で，アンモニ

＿　　　　　　／＼1’．　　一’一一…．．．．．　　　　　アの生成はほとんどみられず最も良好な品質と

駄焔’・ρ’宛＼・一．．．一．、＿雀　　なった・

奮2　ロIK・　C．v．’、　／　　　　　　4’” 『一・）一）ti　　　　　　35℃区については，埋蔵1日目に乳酸含量3％以
已　　　　　／　　’、　’　！　　　．嚇　　　　．．・’

」…　　　　t／　　　一一！　　　　　　　　　　　　　上でpH5．0まで低下したが，5日目には酪酸及びア
の
⊇1 @　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ンモニア含量が6処理中最も高いサイレージと

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　なった．
　0
　　0　　　　　5　　　　　10　　　　　15　　　　稀釈平板法により計数した酪酸菌芽胞数の各処理ご
　　　　　　　　　Fe「mentation　days　　　　との変イヒをFig．4に示した．芽胞蜘・一端減少した

：Fig・4・Changes　in　the　number　of、spores　　　後大きく増加し，7日以降減少した三角型（対照区，

　　　　　of　butyric　acid　bacteria　cqunted　　　　グルコース添加区及びギ酸添加区）と，7日目までゆっ

　　　　　灘、t皆。舗io階職纒，　くりと減少し，14日目には材料草の芽胞数よりやや高

　　　　　一ロー；Ethanol，＿［トー；Formic　　　　い値を示した船型（エタノール添加区，35℃区及び予

　　　　　Acid，一△一；35℃，一一△一；Wilting）．　　　乾区）の2タイプに分かれた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　最確値法による酪酸菌芽胞数の変化（Fig．5）につ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　いては，7日目までの5回の計数値には，材料草の芽

　　4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　胞数より低いレベルでの小さな増減が認められた．6

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　処理すべてにおいて，7日目と14日目の芽胞数はほぼ

婁3∴．。．　　　　同様で・7H目以降の酪酸菌の変動もごく小さなもの

9・US，＞4al…．．．．黛票△　と考えられた・グルコース添加区では・1日から3日
嘉　　　・’“’ゴ・、、・、，，ン　　　　　　　　　　　　　　　目に材料草の芽胞数以上となる比較的大きな増加がみ

£1 @　　　　’vr　　　　　　　　　　　　　　　られた．

　　o　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．6において，稀釈平板法と最確f直筆による計

　　O　　i，＿，、，、。nd。18．　15　数結果の比轍行った・一部の芽胞数については・両

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　計数法において同じ値が示された．全般的には最確値

Fig・5・Changes　in　the　number　of　spores　　　法の計数値が低かったが，6処理による変動傾向はそ

　　　　　・fb・ty・i・acid　b・・te「i…unt・d　れぞ纐似していた．
　　　　　using　the　most　probable　number
　　　　　method（一〇一；Control，一〈〉・；Glu－

　　　　　cose，一ロー；Ethano1，．一｛｝一；Formic

　　　　　Acid，＿△一；35℃，一△・；Wilting）．
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　　　　　　　　　　　　　　Control　　　　　　　　　　　　　Formic　Acid
　　　　　　（4
　　　　　　Σ
　　　　　　急3
　　　　　　清
　　　　　　β2
　　　　　　目
　　　　　　呂1
　　　　　　誉
　　　　　　一〇

　　　　　　　　　　　　　　　Glucose　　　　　　　　　　35℃
　　　　　　（4
　　　　　　Σ
　　　　　　魅3
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヂ

　　　　　　ロ　　　　　　．82
　　　　　　鍾
　　　　　　實1
　　　　　　駈
　　　　　　一〇　O

　　　　　　　　　　　　　　Ethanol　　　　　　　　　　　Wilting
　　　　　　S4

　　　　　　辱3

　　　　　　署2

　　　　　　忌1

　　　　　　⊇0

　　　　　　　　05101505io　15　　　　　　　　　　　　Fermentation　Days　　　　　　　　　　Fermentation　Days

　　　　　　　　Fig．6．　Changes　in　the　number　of　spores　of　butyric　acid　bacteria

　　　　　　　　　　　　　（一〇一；Dilution　plate　method，＿●一；Most　probable　num－

　　　　　　　　　　　　　ber　method）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　こと，芽胞数の変化からpHの変化が推定されること
　　　　　　　考　　　　　察
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　が本実験より確認された．このことから，酪酸菌の菌

　本実験では，6処理すべてのサイレージにおいて酪　　　数は，pHの変化，　pHを変化させる乳酸あるいはア

酸の生成量が14日まで0．1％以下，アンモニア比率は　　　ンモニアの生成などと関連があることが推察された．

最高値が7．6％という低い範囲で推移した．このこと　　　また，酪酸菌芽胞数の培養・計数は平板培養法が適し

から，酪酸菌の増殖は盛んではなかったと考えられる　　　ていると思われた．

が，酪酸菌芽胞数の変化及び芽胞の計数法とサイレー　　　　平板法による芽胞数の変動を2タイプ，三角型と船

ジの処理あるいは経時的な発酵品質の変化について検　　　型に分けたが，pHについてみると，　pHが3日目に

討した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4．2以下まで低下したかどうかで2つのタイプに分か

　2つの培養方法で計数した酪酸菌芽胞数とサイレー　　　れたのではないかと思われた．すなわち，三角型の3

ジの発酵品質の関係について回帰分析を行った結果，　　　処理区（対照区，グルコース添加区，ギ酸添加区）は

平板法での計数結果と発酵品質の間に相関関係が認め　　　pH4．2以下まで低下した．船型の3処理区（土タノー

られた．すなわち，pHと芽胞数の間には有意な負の　　　ル添加区，35℃区，予乾区）については，35℃区のみ

相関（r＝一〇．605，p＜0．001）が認められ，　pHの低　　　3日目にpH4．2まで低下した．35℃区では1日目に

下は芽胞数を増加させることが示唆された．酢酸含量　　　pHは5．0に低下し，5日目にはpH3．8となった．しか

が増加すると芽胞数が増加する傾向にある（r＝O．342，　　し，対照区及びグルコース添加区において，pHの4．2

p＝0．064）ことも示唆された．一方，最確値法の計数　　　までの低下は埋蔵後1日目から3日目の間に起きた．

結果については，pHとの関係が最も高いことが示さ　　　埋蔵直後から，あるいは1日目から短期間にpHが低

れたが，両者の相関関係は有意なものではなかった．　　　下することも酪酸菌芽胞の形成及び発芽に影響してい

　酪酸菌がpHによって影響されて，芽胞を形成する　　　るものと思われた．



　　　　　　　　234　　　　　　　　　大場憲子ら

　　　　　　　　　　　　　　　　要　　　　　約　　　　　　　　　　　　文　　　　　献

　　　　　　　　サイレージ調製において，発酵品質の劣化の大きな　　　Jonsson，　A．1990　Enumeration　and　confir一

　　　　　　　要因である酪酸菌の増殖について基礎的な情報を得る　　　　　mation　ofαos孟r‘d砒m　t：yrobutyricum　in

　　　　　　　ことを目的として実験を行った㌦　　　謝。藩£ε臨轟eD甜鼎1’n3i
　　　　　　　　青刈りエンバク（Avenαsα加αL・，品種名：イー　　　　　1）αir：y　Sci．，73：719－725

　　　　　　　グル）を材料として，グルコース，エタノール，また　　　近藤　煕・加藤邦彦　1981土壌中の微生物計数法，

一　　　　　はギ酸の添加，材料の予乾，あるいは無添加で貯蔵温　　　　　土壌微生物研究会編：土壌微生物実験法，第4版・

　　　　　　　度を2・℃（対照区）または35℃にしたものを調製した・増灘堂ig鋲斧銀ジの鼎内田仙二編、サ

　　　　　　　埋蔵後・1・3・5・7及び14日目にサイレージを開封　　　　　イレージ科学の進歩．デーリィ・ジャパン社，東

　　　　　　　して発酵品質の調査及び酪酸菌の培養・計数を行った．　　　　　京，86－141頁

　　　　　　　酪酸菌は材料草及びサイレージから採取した芽胞を平　　　森本　宏　1971サイレージの分析および品質鑑定，

　　　　　　　板培養法あるいは最確値法によって計数して，サイレー　　　　　森本　宏編：動物栄養試験法・養賢堂・東京・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　412－416頁
　　　　　　　ジ申の酪酸球菌数の基本データとした・　　　　　　　　大原久友．高野信雄　1971放牧．乾草．サイレージ，

　　　　　　　　14日目までの発酵品質は，酪酸及びアンモニアの生　　　　　酪農シリーズ10．明文書房，東京，111頁

　　　　　　　成がわずかで，予乾処理サイレージを除いてpHは　　　大山嘉信　1971水蒸気蒸留法，森本　宏編：動物栄

　　　　　　　4．0以下という良質なサイレージが調製された．各処　　　．．　養試験法・養賢堂・東京・421－422頁

　　　　　　　理区において2計数法による酪酸餅胞の計雛果にOst’諮，i器謡是盟認§識，ま911d燈＝

　　　　　　　ついては・変動傾向はほぼ同様となったカ1・菌数は最　　　　　fertilised　silage　crops．」．　Sci．　Food　Agric．，

　　　　　　　確値法による計数値が低かった．発酵品質との間には，　　　　55：579－588

　　　　　　　平板法の計数結果とpHに有意働相関関係（・〒須藤頁浩1967飼料学議韻堂・東京・72’77

　　　　　　　一〇・605・P＜0・001）があり・pHが低下すると酪酸　手塚泰彦．滝井進歩1985キャンベル，微生物生

　　　　　　　菌芽胞数は増加することが認められた・　　　　　　　　　　　態学，第2版，基礎微生物学5．培風館，東京

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　　　　　　　　　　In　ensiling　forages，　the　increase　in　the　activity　of　butyric　acid　bacteria　is　the　most　ef－

　　　　　　　　　　fective　cause　to　lower　fermentation　quality．　The　objective　of　this　study　was　to　investi－

　　　　　　　　　　gate　the　relationship　between　silage　fermentation　quality　and　the　number　of　spores　of

　　　　　　　　　　Clostridium　counted　using　two　different　methods．　Forage　oat　（Avena　sativa　L．）　was　cut

　　　　　　　　　　and　treated　with　either　1　O／o　（fresh　weight　basis　of　material）　glucose　or　5　O／o　ethanol　or

　　　　　　　　　　O．50／o　formic　acid　or　wilting　without　additives．　ln　each　treatment　materials　were　ensiled

　　　　　　　　　　into　a　laboratory　silo　and　stored　at　200C　for　1，　3，　5，　7　or　14　days．　There　was　one　more

　　　　　　　　　　treatment　without　additives　or　wilting，　where　forage　oat　was　ensiled　and　stored　at　35

　　　　　　　　　　0C　for　the　same　periods．　Thus，　there　were　six　treatments　including　control．　After　the

　　　　　　　　　　silos　were　opened　the　samples　of　silages　were　analyzed　for　fermentation　quality；　pH，

　　　　　　　　　　organic　acids　and　volatile　basic　nitrogen．　The　number　of　spores　of　ClosCridium　was

　　　　　　　　　　counted　with　two　methods；　dilution　plate　method　and　most　probable　number　method．

　　　　　　　　　　　Silages　showed　good　fermentation　quality　in　almost　all　treatments　with　low　values　of

　　　　　　　　　　pH　and　volatile　basic　nitrogen，　and　no　butyric　acid．　The　number　of　spores　counted

　　　　　　　　　　using　dilution　plate　method　showed　similar　changes　but　larger　values　compared　to　most

　　　　　　　　　　probable　number　method．　There　was　a　significantly　negative　correlation　between　pH　of

　　　　　　　　　　silages　and　the　number　of　spores　when　counted　with　dilution　plate　method　（r　＝一〇．605，

　　　　　　　　　　p〈O．OOI）．


