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麹汚染細菌の蒸 し米上で の 増殖特性

奈　良　原　 英　 樹

  樋 口松之助商店

Growth　characteristics 　of 加 ガーinfecting　bacteria　incubated 　o鳳 steaIned 　rice．　NA 亙 AHAR 八 ，　H ，

　　（lligπchi　Matunosulee　Shoten　Co．　Ud ．，　Hari〃：acho ，　Abeno −leu，　Osaka）4））　】日［akko −

　　 kogaku　59 ： 207−2ユ6．　1981．

　　Five　bacterial　 strains 　isolated　from 　rice 冶o ノゴ were 　 inoculated　 onto 　 steamed 　 rice

singly 　or　m 孟xed 　 with 　AsPergi〃us 　oryaae 　and 　incubated　 under 　 vadous 　 oonditions 　to
investigate　effect 　of 　each 　factor　on 　their 　growth ．

　　In　single 　culture ，　the 　five　straius 　gave　growth 　curves 　for　vatying 　Aw 　or 　temperature

similar 　to　those　in　liquid　culture 　reported 　by　us　previously．　Most　vigoro11s 　growth
was 　show ロ by ハ4icroeeccus　varians 　and 　Bae 〃 π s　 subtilis 　under 　all　 conditions ．　 Flavo −
bacteriecm　lwtescens　and 　Psettdomonas　sp ．　 were 　so　 sensitive 　 to　 Aw 　 and 　temperature

that 　 they　hardly　grew　under 　 the　normal 　 conditio 皿s　 for んoゴゴ
ー
making ．βα oゴ〃us

megaterium 　 showed 　intermed 圭ate 　character 　between　these　two　types．

　　In　m 孟xed 　culture ，　the 　growth 　rate 　of　all　strains 　was 　suppressed 皿 arkedly ，　growth
ceased 　 at 　 an 　 early 　 stage 　of　 incubation，　 and 　the　fi且 al　biQmass 　 of 　 each 　bacterium　was
at　 most 　 one −thousandth 　 of 　that 　 single 　 culture ，　 Temperature　 and 　 mois 加 re 　 co 聡 tent
affected 　considerably 　the　growth 　of β．　 sttbtilis ，　 whereas 　 mixing 　 of 　the 　medium 　 mid ・

way 　thmugh 　the　incubat主on 　period　had　most 　effect 　o ロ ルf．　varians ．

　　The　effect 　of 　the 　60nditions　mentioned 　above 　was 　compared 　between 士he　org 且皿 isms
and 　discussed　with 　regard 　to o々ガーmaking ．

　米麹 の 工 業的製造法 は ，現実 に は一部な い し全工 程

が開放的で あ り， 製麹工程中に 細菌に よ り汚染 され，

出麹中に は多種多数 の 細菌が存在す る こ とが 知 られ て

い る．1・2｝

　麹中の 細菌の 有害性は ， 生成物，菌体，麹菌の 生育

と酵素生成阻害などに 関 して 報告 され て い る 3−IB｝が，

有用性に 関 して は 明 らか で な い 現状で は，製麹工程 に

お い て ， 汚染細菌の 混入を防止す る こ とは もと よ り，

汚染細菌の 増殖を抑制 し麹菌の み の 増殖を 促 進する 操

作を行うこ とが望 ま しい ．そ の 方法を検討す る に あた

り，汚染細菌と麹菌 の 増殖特性に関す る デー
タ の 必要

性か ら，先 に 著者 らは，汚染細菌 の 分離同定を行い ，14）

さ らに麹菌，汚染細菌の 増殖特性を 主 と して 水 分 活 性，

培養温度の 面か ら検討して 報告 した．15・16，

　本報 で は，蒸し米上 で の ， 汚染細菌単独な らび に 麹

菌との 混合培養に お ける 原料処理 ， 接種菌 の 種 と量 ，

培養条件，培養操作 な どの 因子の 細菌増殖 へ の影響を

調べ
， そ の 結果を製麹法との 関連 に おい て 検討 した．

実験材料お よ び方法

　 a 米の 調製　 85％ 精白米の 蒸し米 を ， 室温で 真空

乾燥 して 水分 6．　04％ の a 米を調製し ， 密閉して 15℃

で 保存 し， 全実験期間中 こ れ を用い た．

　使用菌株　　麹 菌 は， AsPergillus　 orPt2ae 　 var ．

brttnneus （WO3 ） を 用い ，一
部で は 生育速度 の 遅 い

菌 として A ．ory ・xae 　var ．　viride 　var ．　nov ．（RIB 　203）

mut ．　FN16 も使 用 した．汚染細菌は ， 前報
14 ）の 分離

菌中 Baeillus　subtilis （S7），
　B ．　megateri ” m （S10），

Micrococcus　varians （Si2），　 Flavobacteriuen　tutes−

cens （S4），　Pseudemenas 　sp ，（S9） の 5 株を 用 い た，

　接種菌 の 調 整　　麹菌 は ，
0．5％ リン 酸 3 カ リ添加

米 を用 い 試験管培養し 胞子形成後 乾燥 した もの に，

界面活性剤 （ノ イゲ ン 160，es−一工 業製薬 K ．K ．）0．2

mg ！ml を含む殺菌水 を加えて 振 とうし， 胞子 懸濁液

と して 用い た．汚染細菌は，Scottが StaPhyloeoccecs

の 培養 に 用い た カザ ミ ノ 酸，酵母 エ キ ス ， キ ャ シ トー
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ン を主成分とす る C ，Y ，　C．培地
IT〕

に て 30℃ で 振と う

培養 し，定常期到達後5 〜10時間の 培養液 を吸光度を

測定し，0．1％ ポ リペ プ トン 水溶tals，
にて適当に希釈

した もの を接種菌 とした．芽胞子を接種す る場合 は ，

0．05％ 塩化 マ ン ガ ン を 加え て 培 養 し，48時間目の もの

を80℃ ， 30分熱処理 して 用い た．

　培養 　 α 米 209 を シ リ コ ン 栓N’
　200　ml 三 角フ ラ

ス コ に 採 り， 計算量 の 水 を 加 え て 時 々 か くは ん しな が

ら 1 時間静置 し均一に吸水 させ た． そ して ， 120℃ で

10分間滅菌 し冷却 した もの に ，接種菌液を滅菌 ピ ペ
ッ

トに て 麹菌 は 約 10e／g ，細菌は 10s／g 接種 し，フ ラ ス

コ を振とうして接種菌を分散させ て お く・別 に ， 計量

滅菌ずみ の シ リ コ ン 栓付 100− ml 三 角 フ ラ ス コ を 1 点

に つ き 5 本用意 し，こ れ に 接種ずみの α 米を ク リーン

ベ ン チ内で 5等分 し， 各 フ ラ ス コ を計量後 ， 恒温器内

で 培養した．

　菌数 測 定　　培 養経過 中 0， 8，16，24，40時間目に

フ ラ ス コ を 1本ずつ 取 り出 し ， 界面活性剤 （ノ イゲ ン

160）を含む 0．1％ ポ リペ プ ト ン 水 （滅菌ず み ） 50ml

を加え ， 振 とう して α 米上 の 増殖 した菌体を液中に 懸

濁 し，これを順次 ポ リペ プ トン 水 で 希釈 しプ レ ート法

で 生菌数を測定 した・分裂回数 ， 平均分裂時間は次式

に よ り求め た．

x 　 ・109tハ〃ム厂o ，　　’4 ＝’／∬

」〉 ：測定時生菌数／g （a 米），N ・ ：初発生菌数／g（α 米）

y ： 分裂回数 ，
t ： 培養時間 ，

　 td ： 分裂時間

実験結果 お よ び考察

　各汚染細菌の 蒸 し 米上で の単独培養 に お ける ， 増殖

へ の 影響因子

　培地 水分　　蒸 し米の 初発水分を 22
， 30 ， 35，40％

に 調整 し ， 各菌株を単独 で 約 10s／g 接種 し 30℃ に て

培養し ， 経時的 に 生菌数を測定した 結果 を Fig．ユ に

示 した ．増殖 の 速い B ．subtilis
，
　 B，　 mega

’
teriscm，

M ．　 varians 　ecお い て は ， 水分 35， 40％ で は最大増殖

期 は接種後 8 時間以内 に あ り，こ の 間 の 平均分裂時間

は O．　94 〜 1．1　hr で， こ れ は 前報161
の 液体培養に お け
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Fig．1．　Influence 　 of 　 water 　 content 　 of　 medium 　 o 皿 the 　 growth 　 of　 bacteria　 isolated
　　from 差0露．

　　Each　 strain 　was 　inoculated　 onto 　 steamed 　 rice 　 with 　 water 　 content 　 of 　 25　（●），

　　30 （▲ ）．35 （■） or 　4D （▼ ）％，　and 　incubated　at 　30℃．　 The 　iβoculum 　size 　was 　about

　　olle　thousand 　 viable 　 cells 　 per　 gram 　 of　 steamed 　 rice ．　 The 　 ordinate 　 shows 　 the

　　numbers 　of　doublings 　of 」V ／Ne ，　where 　No　and ハ「are 　the　number 　viable 　ce11s 　per

　　gram 　of　steamed 　rice 　at 　the　start　and 　after 　40　hr　of 　incubation　respectively 。
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る AtO　O．　990， 30℃ の 平均値 1．2〜1．4hr と比較 して

相当速 い 増殖速度で あ る・24時間以後 は 見掛 け上 ほ と

ん ど増殖が見 られな か っ た．B ．　S 〃btilisと M ．　varians

の 40時間後 の 生菌数は 108／g に も達 し ， こ れ は 増殖

曲線 よ り ほ ぼ増殖限界量 と言える。F，　lutescensと
Pseudomenas　sp ．に お い て 1ま，増殖速度 は 比較的遅

く， 40時間 の 培養期間中増殖を続けた．最適水分は ，

い ずれの 菌株 につ い て も 40％ また は，そ れ以上 に あ

る．水分量の 低下 の 増殖速度 に 及ぼ す 影響の 最 も少な

い の は M ．vari
’
ans 次 い で B ．　 S”btilisで ，

　 Bacill＃ S

2 株は 水分 25％ に おい て は lag　time と増殖速度 に 著

しい 影響が現れ る．F ．　lutescensと Psendomonas 　sp ．

は ， 培地 水分 の 影響を受けや す く30％ 以下で は増殖

しな い ．

培養温度　　25，30，35，40℃ の 温 度条件で ，35％

＼

≧

畠
2

　　　
Fig ．2．　 Influence　of 　incubation ℃emperature 　 on

　 　 the　growth 　of 　bacteria．

　　Organisms　were 　inoculated　onto 　steamed 　rice

　　and 　incubated　for　40　hr　at 亡he　indicated　tem・

　 　peratures ・The 　water 　co 紅 tent 　of　steamed 　rice

　　was 　adjusted 　to　35％ by　adding 　an 　appropriate

　　volume 　of　water 　to α 一rice 　before　steaming ．

　　Organisms ： F
亨 lutescens（○ ），

　 Pseudomonas

　　sp ・（▼ ）， β・Siebtilis （●），β．　megat 召7『麗η冨（▲ ），
　　M ．varians （■）．

水分の 蒸し米上 で の 40時間培養 に おけ る各菌 の 増殖率

を Fig．2 に 示した ・最適温度は，5 菌株共 に 前報
16⊃

の 液体培養の 結果と よ く
一

致 して い る．F ．　lutescens

と Psendomonas 　sp ．は，30℃ 付近 に最適温度があ り，
そ れを過 ぎる と共 に 生育が 著 し く阻 害 され，Pseudo −

monas 　sp ．で は 35℃ に おい て すで に 生育が見 られず，
F ．1”tescens は 増殖量が 1／8 に な り 40℃ で は 生育が

見 られ な か っ た・こ れ に 反 し他 の 3 株は，培養温度が

増殖量 に与え る影響 は少 な く，B ．　Sπ btiiisで ， 増殖菌

数の 最も少な い 25℃ に 対す る 最も多い 40℃ に お け る

生菌数 の 比 は約10倍で ，B ，　megaterium ，　 M ．　varians

は 35℃ に お い て 最大増殖数を示すが ， 最少 の 25℃ の

菌数 と の 比は 5 倍以内で あ っ た ．しか し ， デ ータは 示

して な い が 最適温度を 外 れ る に 従 い 1ag　time が長 く

な る傾向があり， 特 に 25℃ に お い て は著 しく，Bacil・

lus　2 株は 25℃ に おい て は 8 時間目に おい て す ら増殖

が見 られ な か っ た ．

　水分活性 （Aw ）　 培地 の 水分 を ， 前報 の 蒸 し米の

等温吸着線
畍

より Aw に 換算し ， 各菌 の 増殖に対す

る Aw の 影響を Fig．3 に 示 した．　 M ，　 varians を除

き他 の 菌はい ずれ も Aw の影響が著 し く，16時間培養

に お い て AwO ．95 以 下 で は増殖が 見 られ な い ．液体
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Fig．3．　Relation　between　Aw 　and 　tlle　growth 　of

　 　 bacteria．

　　Organisms 　were 　inoculated　onto 　steamed 　r巨ce

　　adjusted 　to　variQus 　A ” levels　by　controUi 皿g
　　water 　contents 　an （1　incubated　for　16　hr　at　30℃．
　　Organisms ； B ．　subtilis （●）， β．　 me8aterium

　　（▼ ）， 瓢 varians （■ ），
　 F ．傭 θεcε陀3 （○ ），

　　Pse ＃ domonas 　sp ．（▲ ）．
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培養 に お け る24時間培養 の 生育限界 A ω は，前報
16 ｝

よ

り　Pseudomonas　sp ，　abs
’
0．98，　」F．　 IUtescensカ£ 0．96，

B ，megaterium 　O．95，　B ．　sπbtilis　O．94，　Mierocoecus

sp ．　o．86 で Fig．3 の 結果とよ く
一致して お り，液体，

固体に か か わ らず Aw に よ り培地 の 水分を表示す る こ

と に よ り， 普遍的 に 細菌 の 増殖 へ の 水分 の 影響を論ず

る こ とが 可能で あ る こ とを 示 して い る．

　温 度，水分の 両面よ り汚染細菌の 増殖特性 を比較 す

る と，M ．　 varians が 蒸し米上 で 最 も増殖 しや す く次

い で B ．sπbtilisで ，
　 F ，　 lutescens と Pseudemonas

sp ．は 水分過多の 蒸し米上で 30℃ 付近の 温度で 培養

し ない 限 り増殖が起 こ らな い と言え る．実際 ， 工業生

産 され た 麹 よ り分離され る菌 の 中で 出現頻度と数量の

多 い の は Microeoccscsで ある こ とは，窪田 ら，19 ）
芦沢

ら，

so）
山下

al）
らの 報告があり著者 らも同様 の 結果を報

告 して い る・跏

　麹菌 と 汚染細菌 と の 混合培養 に お け る汚 染細菌 の 増

殖 へ の 影響因子　　製麹工程 に おけ る汚染細菌の 経時

的増殖変化 とそ れ に 影響を与え る要因を検討す る 目的

で ，以 下 の 因子 に つ い て 調べ た．

　水分　　麹菌は ， 通常 の 製麹 時接種濃度 に 近 い ，α

米 1g 当たり 10s の 胞子を接種し，各細菌 10s／g と混

合培養 した．培地 の 水分は 30，35，40％ に 調整し，

30℃ に お け る 培養過程 で の 生 菌数 の 変化を 細菌の 単

独培養と比較 して Fig．4 に 示した．混合培養 で は ，

単独培養 に比 して ，い ず れ の 菌に おい て も 8 時間を 過

ぎ る と増殖 速 度 が 著 し く低 下 し，16時間以後 は生菌数

は 減少 に 向か い ，40時間目に は 接種菌数以下 に な る場

合 も見 られ た．40 時間目に お け る 単独培養 に 対 す る比

は，35％ 水分 で 30℃ 培養の 場合 に おい て ，実験の 都

度バ ラ ツ キが あ るが ， M ．　varians で数百分 の一，他

の 4 株は 数千分 の
一 とな り混合培養 に お け る 麹菌 の

細菌抑制作用 は 著 しい．培地初発水分の 影響は，M ．

varians に おい て は 30〜40％ の 間で は ほ とん ど 見ら

れ な か っ た・こ れ は 単独培養 に 見 られ るの と同 じ傾向

で あ るが，一
方 BacillUS に お い て は 単独培養 に比 し

て 初発水分 を 下げ る こ とに よ る 増殖速度の 低下 が 顕著

に 見られ た．
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Fig．4，　 Influence　of　water 　content 　of　medium 　on　the　growth 　of 　bacteria　in　singte 　or

　 　 mixed 　culture ．

　　Solid　lines　 shown 　 single 　c 租1撫 res 　of　bacteria ；broken 　lines　shown 　 mixed 　cultures

　　 with 　A ．　 orVxae 　WO3 ，

　　0rganisms　were 　inoculated　onto 　steamed 　rice　contain 玉ng 　30 （○，●），35 （△，▲ ），40

　　（［コ，■）％ of 　water 　and 　incubated 　at 　30℃ ，　 Inoculum 　sizes　were 　about 　one 　thousand

　　v 玉able 　cells 　of 　bacteria　and 　one 　million 　viable 　conidia 　of　A ．　ery 　aae 　per　gram 　of 　a −rice ．
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　百瀬ら
2s ’

は乳酸菌 に おい て ， また 大内 ら
24・M5）

は 酵

母 に 関 して で は ある が，製麹 工 程中の 動向を調 べ ，い

ずれ も麹菌の増殖に伴い 単独培養に 比して ， こ れ らの

菌の 増殖が抑制され ， や が て 生菌数 の 減少をもた らす

こ とを報告して い る．そ の 原因 に 関 して は ，百 瀬 らは

要因不明で あ る と し，大内 らは カ リウ ム ，マ グネ シ ウ

ム ， 無機 リン の 不足 に よ るもの と考察して い るが ，麹

菌 の 増殖 に伴 い 還 元糖 が 著 し く増 加 して い る点 につ い

て は言及 して い ない ．著者らは ，麹菌に よ る細菌増殖

の 著 しい 抑制と，低水分 に お い て そ の 効果が顕著に 現

れ る 原因 は ， そ の 詳細 は 別に 報告す る が，麹菌 の 増殖

に伴い 生成 される酵素に よ るデ ン プ ン の 低分子化 に よ

り，蒸 し米 の Aw が 著 し く低下 し 40時間目 で は 0．90

以下 に な る
se｝

の で ，培養中 に Aw が Microceccusを

除 く4 株 の生育限界 Aw 以下 に なり細菌 の 増殖は停止

し
一

部 は 死滅 す る こ とに よ る もの で ，また 初発水分 の

少な い 蒸し米は，出発時すで に 細菌 の 最適 Aw よ りそ

の Aw は低く，麹菌の 増殖 に 伴 い 生育限界 Aw へ の 到

達時間も早 く，従 っ て 出発水分を 下げる こ とが 細菌の

増殖搾制に顕著に働くもの と推察した．

　培養温度　　こ れ ま で の 結果 よ り， 汚染細菌申 そ の

増殖量 よ り主 と して 注目 さ れ るべ き は M ．varians と

B ．subtilis と言え る．こ の 2 株 に つ い て 30，35，40℃

と培養温度を変え て，麹菌との 混合培養 に お け る増殖

の 経時的変化 を調 べ Fig．5 に 示 した・麹 菌 は 発 芽 最

適温度が 28〜34℃，27｝ 増殖最適温度は 37．5℃ に あり、

40℃ で は増殖速度が著しく低下す る．2s） 従 っ て，35〜

　 t5

ミ
PtIo85

oO

B．5ubfi ノな

　　　／
“ ’’’

”

s ・…一一．一一一一一一
巒

　 　 ノ

諺
漆 丶 r・・：

・一一一h−・i
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ノ

40℃ に 最適温度の ある M ，varians や，40℃ 以上 の

B．　 sκbtilisとの 適温 の 相達 に よ り，40℃ に お い て は両

細菌 の 増殖は 他の 温度に 比 して盛ん で，特に B ．sub ・

tiJisに おい て は ， 平行 して 行 っ た 単独培養 との 比 は

30℃ で 約 5 × 10
“

‘，35℃ で は 5 × 10
−8、40DC で は 5 ×

10
−2

と B ．subtilis の 最適温度に近づ くに つ れ 麹菌 の

抑制効果は明らか に 減少し た．また ，肉眼的 な 観察 に

よ る麹菌 の 増殖 は 40℃ で 最 も悪 く，こ の こ と は 細菌 の

増殖が先行 し逆 に 麹菌 の 増殖が抑制 された こ とを意味

す る・芦沢 ら
20j

も30℃ に 比 して 40℃ で Miereeoecus

sp ．の 増殖が 旺 盛 で 麹菌 の 生育が悪い と報告 して い る，

　接種の 均
一

性　　工業的規模 で の 製麹で は，麹菌胞

子 の 蒸 し米 へ の 均
一

な散布 が 困難 で ，そ の こ とが ，麹

菌 の 増殖不完全 な
“
はぜ 落麹

”
の一因とな っ て い る の

み な らず ， 汚染細菌 の 増殖 に適 した状況 を もた らす こ

とが 推測 され た・そ こ で ，混合接種 され た蒸し米 中 に ，

そ の 1／4量 の 細菌 の み接種 し た蒸 し米を置 き，不均
一

接種の 状態を フ ラ ス コ 内に つ くっ て 培養し，そ の 結果

を Fig．6 に示 した．

　不均一接種 に よ り，均一接種に比して 著しい 細菌 の

増加が 見 られ た．こ の こ とは，一部単独培養 が 行わ れ

て い る 状態 よ り当然 と言 え るが，しか し40時 間 目に お

い て の 生菌数は，細菌の 単独培養よ り推計され る菌数

に比 し 1／7〜1／20 と 5 株共少な くな っ て お り，また単

独 培 養 と異 な りい ず れ も24時 間以後 の 増殖が 鈍 り，む

しろ生菌数の 減少 を もた ら した、こ の 現象 は，混合培

養され た 80％ の 蒸 し米 の Aw の低下 に よ り フ ラス コ
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F童g．5， Influence　 of 　 t  perature　 on 　 the 　growth 　 of 　 bacteria　in　 mixed 　cultures 　 of

　　ゑ．Oiワ2ae 　 with β．　SU うti’is　 or 　M 。槻 ガ σ欝 ．

　　Organisms　 were 　inoculated　 onto 　 steamed 　 rice 　 and 　incubated 　 at 　30 （● ），35 （▲ ）

　　 or 　40 （■）℃．　 The 　inoculum 　 sizes 　 were 　about 　 one 　thousand 　 viable 　cells 　 of 　bac−

　　teria　 and 　 one 　 million 　 viab 墓e　 conidia 　 of 五．　 ery2ae 　per 　gram 　of α
一
rice ．
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Fig・6・ lnfluence・f　h・m ・ge皿・ity ・f　in・ cu1 ・ti・n ・f　A ．・ry ・a・ c・ nidia ・n　the　g，。 wth

　　of　bacter1a　in　 mixed 　 cultures ．

　　Organisms 　 were 　 inoculated　 onto 　 steamed 　 rice 　 conta 洫 ing　 35％　of　 water 　 alld

　　incubated 　at　30℃．　Solid　lines　show 　 single 　 cultures 　 of 　 each 　bacterium；broken
　　Iines　 show 　 mixed 　 cultures 　 with 　 A ，　 oryxae 　 W 　O3，　 Square　 symbols 　 represent

　　inhonlogeneously 　inoculated　cu 藍tures ：one −fifth　of 　the　steamed 　rice 　was 　inoculated
　　with 　only 　the　bacterium 　and 　 added 　 at　the　initial　 stage 　of 　incubation

，
　 without

　　blending，　tQ　the 　remainder 　of　the　 steamed 　 rice 量noculated 　 homogeneously 　 with

　　the　fungal　 conidia 　and 　bacterial　 cells ，

内 の 相対 湿 度 が 低下 し，間接的に残 り 20％ の 単独接

種 の 蒸し米 の Aw の 低下を もた ら した こ とが主因と推

察され る．

　麹 菌 の 増殖速度およ び接種量　　菌株 に よ る増殖速

度の 差が ，混合培養 に おい て 細菌の 増殖に い か に影

響す るか を 調べ る 目的で ，増殖速度の 運 い 変異株 A ．

oryaae 　FN −16 （WO3 に 対 し 30℃ で 測定 した ＃ の 比

は 0，73） と ， 蒸し米水分 35％ ，培養温度 30℃ で 比較

した と こ ろ，16時間目に お い て 麹菌の 増殖 の 遅 れ に よ

る細菌増 殖量 の 差が は っ き り見られ ，
B ．　subtilis で約

4 借 M ．varians で 約 10倍の 増加とな り， そ の 後 は

共 に増殖 は停止 しほ ぼ 平行 に推移 した．こ の こ とは，

麹菌 の 増殖 速 度 の 差 の 影響 は細臨 麹ee共IC， 対数増

殖 して い る製麹 の 前半 に おい て 現れ る こ とを 示 して い

る．また ， 接種 量が 主 と して lag　time に 影響し，岡

崎ら
xgj

は 10倍 量 使用 で 6〜7 時間短 くな る と し ， 著

者 らは 4 倍量で 約2 時間短 くな る データを 得て い る

（未発表）の で ， WO3 株の 接種量を通常製麹 の 場合の

接種di　10fi／g の 1／5 と 5 倍量を接種 し，混合培養して

lag　t圭me の 変化の 影響を調べ た （Fig．7）．接種菌量

の 差 は両細菌 に 対 し 8 時間目頃 よ り現れ ，16時間目で

は っ き り とし以後ほ ぼ 平行 に 推移 し ， 40時間目に お い

て 両細菌共 に 1／5 接種で は標準接種量の 場合の 3〜4

倍 ， 5倍接種で は 1／20 に抑制された．Aw の 低下 に よ

る 影響を 受 け に くい M ．　 varians に おい て も，8 時間

目 よ りは っ き り麹菌胞子量の 影響が見 られ た の は，運

動性 の ない こ の菌に お い て ，蒸し米表面 の 麹菌と の 占

有競合が 増殖 量 を 大 き く左右 して い る もの と推察 され

る．な お，栄養 の 奪 い 合い ，阻害物生産 に よ らな い と

い うデータを 得て い るが別に報告す る。

　か くは ん　　機械製麹工程で は，麹菌 の 増殖が肉眼

的 に 観 察 され る16〜24時間目に
“

切り返 し
”

とい う蒸

し米のか くは ん が
一

般 に行われ る．M ．　varians は運

動性が な く，静置培養 に お い て は，蒸し米 に 接種 され
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F董9・7．　軍nf！ue 罷ce　o £ 玉nocu 蒐u 瓢 size 　of 　1儀．　arj〜gae 　on 　the　groWth 　of 　baeter’in 孟駄 皿 lixed
　 　 cu 董±ure 。

　　1 
啓
c ¢ 皇1s／9 鼠 課 ∂襯 s　er・ ML　va ／ians・一

・e細 n ・culated 。伽 曲 m   d　rice 飆 ta轍 ng

　　隷5％ wa もer　to£ ether 　w …th 温．　Otアffae　W 　O3　eon ｛dia　and 　iロc瓢bated　at 　30℃．1！10cu 垂um

　　leve晝s ・f　c・ ロid三a　were ：2× 105／9 （●），三 
6
／琶 （▲ ）， 5 ×zee／9 黴 ），

　a 豊 d 且   聡 （▼ ）．

た繭は そ の 位臘で 発裂を蘆 ね ，
40畴閾擾で は肉眼陶 に

も観察で きる大きさの 漂 ロ 轟 一を形成した （F…9、8）．

培筴渝中で の か くは ん は，躓麺した菌体を蒸 し，米k の

他 の 未接種部位 に 再接種す る こ とを 慧味 し ， 初期菌数

が少ない ほ どか くは ん後 の増躪速魔の壇加と ， 微 っ て

出麹時の 繭数の 増加をもた らす exとが予想 され た．そ

こ で ，6t 米 lg 嶺た り 1 ，103の 服 ．　varians を援種

し，切 り返 し時 に相当す る16時聞臼に フ ラス
ー
＝ を 孚で

搬る こ とに よ り蒸し米 の か くは ん を行い ，経隣饑 に 菌

Fig．8．　 Colo馳ies⊂）f醒 ，　 vari4ns 　incubated 　 on 　the
　 　 9 礁 rface 　of 　st¢ amed 　ri¢ e。

　　Abou 匙 重h餓 y　ce 義1s　of 畑『，搬 7 ゴ翩 3　were 　 iΩ 
一

　　u ユ紐ted　o 蹴 oa 鑢 e跏 ed ：三ceg τa三n　co 皿t日洫 洫 9
　　4 ％ w 呂ter　and 　incubat磁 f  r　 40　hr 批 40℃．

　　Arrow 洫 d蚤cates 　 a ¢ 010ny 　 of 　M ．嬲 磁 嚮 ．

数変化を 調定し た （Fig。9）．単独培養に 潔 い て は か く

は んの 影響が 明 らか に規れ ，特に 蟄種髄種 の 少ない

1e／g に お い て は 絡 畴鑼か ら 鰄 時閥の 間の 平均増殖逮

（
0
丶

滅
遍
り曜
m

蕊

Q 2 ◎ 40

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 丁lme 　〔hr｝

Fig・9，　王nf 蓋uence 　of 　醗 耄xi 【巴9　（海 7 銛融2ε海ガ）　16　hr
　　 after 　inoeu］ation 　Qn 　the ぱrow 奪h　of 潔 ．洳 プ毎 嬲 ．

　　SoIid　symbols 　： Cu監tures　in 撫 e　f！asks 　were

　 　 3hak 鯲 by 　hand 竃  耶 董x 　16　h ： after 至隠   u 垂a・

　　tion・Ope 離 symbol § ： W ま士hout　 mix ｛a9 ．　 So胴
　　皇ines： single 　cultures 　of 〜匠．　varicns ．　Broken

　　h麗 s ：即ロixed　cultures 　of　A ．　 oryaae 　W  3 讒贓

　 　財 ．びaria ”3．
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Fig ．1D．　Influence　of　inoculum 　size　on 　the　growth 　of　bacteria．

　　Organisms　were 　inoculated　onto 　steamed 　rice　containing 　35％ water 　and 　incubated

　　at 　30℃．　 Solid　lines　 show 　 single 　 cultures 　of 　B ，　 sesbtilis 　or　M ，　 varians ．　 Broken

　　lines　 show 　 mixed 　 cultures 　 of　 A ．　 erSzae 　 W 　O3　 and β．吻 燃 ∫ or　 M ．　 varians ．

　　Inoculum　size 　of ∠L　oア甥 σθ WO3 　was 　one 　million 　viable 　conidia 　per　gram 　of 　a −
rice

　　in　each 　mixed 　 culture ．　Inoclllum　size　of　bacterial　cells ：circles，10／g ；tr葦angles ，
　　童08／g ；squares ，105／g．

度は 見掛け上 か くは ん に よ り60倍とな り，接種量 10s／

g の 場合に お い て も 9 倍で あ っ た．40時間目の 菌数で

は，ユ0／g 接種 で約100倍，los／g・接種で は 6 倍とな っ

た．混合培養に お い て は，接種菌数 の 影響は少 な く，

い ずれ も 10〜20倍と な っ た・

　北原ら
50 ｝

は，走査型電顕を用い て醤油麹 を観察し，

Microeoccscsが 麹菌 の 菌糸 に 付着 し，菌糸 の 伸長 に 伴

い ま ん え ん す るもの と考察して お り，混合培養に お い

て か くは ん の影響の少な い 原因の 1つ に は北原らの説

が 考 え られ るが ，他 に麹菌増殖 に よ る蒸 し米 上 の 占有

面積の 減少や，Aw 低下 が影響して い る もの と推察 さ

れ る．

　接 種菌量　　汚染細菌の 接種量 を 10／g，IOB／g，10s／

g の 3 段階に して単独，混合両培養に お ける初発菌濃

度の 影響を 見た （Fig．10）．単独培
L養の 10E／g 接種で

は，B ．　subtilis ，　 M ．　varians 共に 16時間で ほ ぼ増殖

限界量 に至り，los／g 接種に お い て も 40時間目の 菌数

は，や は り増殖限界量 に 近い ・そ の 他の 場合は，単独，

混合培養共に 接種量 に 関係 な く，増 殖曲線 は ほぼ 同
一

な 経過 を示 し，こ れ らの 菌に よ る汚染で は ， 最終菌数

の 比 は初発菌数の 比に 等しい こ とを 意味して い る．

　接種菌 の 菌令　　工 業的 製麹 過程 に お い て ，汚染菌

は ， 有胞子細菌 で は 胞子の 状態 で 混入す る場合が 多 い

と考えられ ， B．　subtilis に つ い て 対数期 ， 定常期 の 細

胞 お よ び胞 子 を接種し，単独 な らび に 混合培養の 増

殖曲線を比較 した （Fig．11）．単独培養 に おい て は ，

8 時間目に お い て胞 子 を接種した もの に 僅か な 遅れ が

見 られ る の み で あ るが，混 合培養 に お い て は，胞子発
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Fig ．11．　 Influence　of　inoculum　age 　on 　the　growth
　 　 curve 　of β．∫”bti’is．

　　Solid　lines　show 　single 　cultures 　of β．ε％う’沼 3．

　　Broken 　lines　show 　mixed 　cultures 　of 　A ．　orygae

　　WO3 　 and 　 B ．　 subtilis 。　 Inoculum ： log−phase
　 　 culture 　（○ ，● ）p　stationarV ・phase 　c1ユlture （△，

　　▲ ），spores （口，■）of 　B ．　subtilis ．
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芽 に 要する時間的な遅れは 大きく影響 し， 8 時間目に

お い て 対数期接種の 1／15 の 増殖量を示すの み で あ っ

た ．こ の 結果 は ， 製麹工 程中の 部所に お い て ，栄養分

と水分 の 残留す る所 に 増殖した 汚染細菌 の 混入 は，原

料や空気中などよ りの 休止状態 の 菌 に よ る汚染 よ り もt

そ の 生菌数の 実数以上 に 汚染源と して注意を は らう必

要性を示して い る．

　 こ れまで の 結果を，各要因 に つ い て 基準状態に 対す

る 増殖量の 比 と して，ま とめ て Table　l　tc示した・

　B ．subtilis に関して は，培養温度 ， 水分共に 混合培

養 に おい て そ の 影響が著し く，基準条件 （30℃ 培養，

35％ 水分）よ り 5 ℃， 5 ％ の 上昇は ， 各 々 約 20倍 の

生菌数の増加 を 引 き起こ した．麹菌胞子 の 不均
一

散布

は，最も汚染の 進行を促し ， 麹菌胞子 の 均一散布が こ

の 細菌の 増殖抑制に 最 も重要 な点 で あ る．M ．　varians

に お い て は培養温度 ， 水分 の 影響は少な く， 製麹過程

に お け るか くは ん に よ る二 次接種が 生菌数の 異常 な増

加を引き起 こ す主因 と な っ て い る．

　麹菌胞子 の 5倍量接種は，Bny　subtiJis
，
　 M ．　variaits

の 増殖を共 に 約 1／20 に撫制する が ， 細菌増殖抑制手

段と して は麹 の 品質 へ の 影響 と経済性に つ い て の 検討

の 必要があ る．

　麹菌 の 菌株 に よ る生育速度の 差 の 影響 は，混合培養

に お い て 無視で きな い もの で あ り， 工 業的 に は菌自体

の 生育速度の 差 に よ る直接 の 影響より， 増殖の 遅 い 菌

株 は増殖速度を早め る た め高温 で 初期の 培養が 行 わ れ，

Table 　L 　Effect　of　conditions 　 on 　the　growth　of 　bacterね．

Growth　 ratio

Condition B ．5吻 ’沼 3　　β．mega 彦eア伽 甥 　 M ．　 vari 《zns

S M SM SM

　 　 　 　 　 　 　 PseudomenasF ．lutescens
　 　 　 　 　 　 　 　 　 sp ．
　S　　　M 　　　　S　　　M

　　　　　　　　 40℃

　 　 　 　 　 　 　 　 35
Temperature
　 　 　 　 　 　 　 　 ＊30

　 　 　 　 　 　 　 　 25

　　　　　　　　 40％
　 　 　 　 　 　 　 　 ＊35
Water　 content
　 　 　 　 　 　 　 　 30

　 　 　 　 　 　 　 　 25

Mixing

3．2　 175

2．4　　 17．7

1　　　　 1

0．34

1．64

．411

．3

1．0　　 3．2
L1 　 　 1．5 　 　 G，13

1　　　　　　　　 1

0．22　　　　　　　　　0．28

3× 10
曽410

，66

1．4　　 18

1　　　 1

0，72　　　0．44

0．15

3．5　　 0．34
1　　　 1

0，486

× 10−s

1．2　　0。57 　　6．6 　　18 　　 18

1　　　 1　　　　 1　　　　 1　　　 1
0，26　　 0．32　　6× 10

−s

O．14　　　　　　　 4× 10−5

081

＊
none 　　　 l　　　 l
at

　
16

　
h 「 11・2 ・・6

1　　　 正

6　 　　 19

Homogeneity 　　
＊100％

of 　inoculUPユ　　　　80

Inoculum 　size　2 × IOs／g

of　A ．ory2ae 　　
＊10e／g

conidia 　　　　　5xlo6 ／9

　　　　　　　　 10／9
1noculum 　size

。f　 bacte，ia 　
＊10a／9

　　　　　　　　 105／9

Species　 of 　 　
＊WO3

A ．or ン2ae 　　　 FN −16

11

× 10s

13

× 102

11　

1

12　

2

12　

1

3．914

× 10
−2

2．615

×IO
曽e

2．81
　　　 1

8 × 10−2 　1．4

0．9　 　 1。5

1　　　 1

5 × 10
−20 ．8

　

312

17

、2

Figllres　in　the　table　show ム厂／」Ve　under 　 the　given　conditions 　divided　by ム「／No　under 　the　standard

condions （
＊
）．ハ厂： cells 　per 　gra田 of 　steamed 　rice　af 七er 　40　hr　of 　incubation．ハle； cells　per　gram 　of

steamed 　 rice 　 at 　 start ．
Organisms　were 　inoculated　onto 　 steamed 　rice　containing 　35％ of 　water 　and 　incubated　for　40　br　at

30℃ ， except 　when 　temperature 　or 　water 　content 　was 　varied ．　 S ：　single 　culture 、　 M ：mixed 　culture

with 　A ．　 or ツ2ae ．
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こ の 高温培養 に よ る汚染細菌 の 増殖速度の 増加が，麹

菌株の 生育速度 の 差として 現れ る こ とに な る。従 っ て，

工業的製麹 に お い て は，そ の 影響 は M ．varians よ り

B ．　 subtilis に おい て 著しく発現する こ とが推察で き る．

F ・tutescens，　 Psendomenas　sp ．は，共に温度 ， 水分

条件 に 影響 され や す く，一般製麹条件よ りも水分過多

で ， 低温操作され な い 限り汚染細菌と して 発現し難 い

菌で あ り，これ らの 菌が 多量 に 見られ る麹は原料処理

に 誤 りが あ る こ とを意味 して い る ．

要 約

　麹 汚 染細菌 5 株を 蒸 し米 上 で 単独培養 し ， 水分 ， 温

度条件の 影響を検討 した と こ ろ， こ れらの 条件 に 最 も

影響 されず増殖量 の 多い の は Micrococcecs　varians

で ，次 い で Bacilluts　 subtilis で あ っ た．　 M ．　varians ，

B ・subtilis
，
　 B ．　 megateriesm の 初期増殖速度は ， 前

報
16｝

の 液体培養に比し て 勝 っ た，

　汚染細菌 と麹菌 の 混合培養 に お い て ， 汚染細菌の 増

殖速度は単独培養 に比 して 著 しく低下 し， 培養16時間

以後は そ の 増殖は見 られな か っ た，こ の こ とは，汚染

細菌 の 混 入時期が培養初期 ， 特 に 麹菌接種以前で あ る

ほ どそ の 影響が著しく現れるこ とを示 して い る．

　混合培養に お い て ， 出麹 の 菌数 は接種量 に 比例 し，

ま た 菌令 の 若 い 接種菌 ほ ど増殖 量 が 多 い ．

　混合培養の 結果よ り，M ．　varians
， β．　Stebiitis が

麹汚染菌と して 出現しやすい 菌と言え る．

　製麹 初期 の 細菌 に よ る汚染を防止 し難い 現状の 製麹

法 で は，増殖を 抑制する 方法として は ， B．　subtilis で

は高温 ，高水分の 培養 を 避け ， M ．　varians で は培養

中 にか くは ん を 行わ な い こ とが効果的で あ る．ま た，

共通して言え る点は ， 増殖速度 の 早 い麹菌株を用い 多

量 に均一な接種を行 うこ とで ある が ， 麹 の 品質面へ の

影響 に関す る検討が 必要で あ る．

　本研 究は，一
部大阪大学 工学 部醸酵工 学科 田 口 研究室で

行い ，そ の 際，田 口 久治教授，吉田 敏臣助教授 に ご 指導賜

りま した こ と を深 く感謝い た します e また，実験 に 協力下
さい ま した 下村 智津子氏，な らび に 樋 口 松之助商 店研究 室

の 皆様に 心 よ りお 礼申 し上げ ます．
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