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黒 揮 俊 人 ( 三 重 大 学 生 命 科 学 研 究 支 援 セ ン タ ー

)

1 ､ は じ め に

近 年 の 消 費 者 の 牛 乳 離 れ や と う も

ろ こ し 等 の 穀 物 の 価 格 上 昇 に よ り
､

畜 産 農 家 に と っ て よ り 高 い 品 質 の 家

畜 の 生 産 と コ ス ト 削 減 は 至 上 命 題 と

な っ て い る ｡ そ こ で 畜 産 農 家 で は 牛 ､

豚 ､ 鶏 な ど の 家 畜 に 与 え る 粗 飼 料( 坐

草 ､
サ イ レ ー

ジ
､ 乾 草 ､

わ ら 類 等)

に 飼 料 添 加 物 を 加 え る こ と に よ り ､

家 畜 の 品 質 向 上 に 努 め て い る ｡ 飼 料

添 加 物 を 与 え る こ と に よ っ て 乳 量 の

増 加 や 粗 飼 料 の 消 化 促 進 ･ 摂 取 量 の

増 加
､ 悪 臭 の 少 な い フ ン の 排 壮 ､ 肉

質 の 良 化 な ど が 見 込 ま れ る ｡

飼 料 添 加 物 に は さ ま ざ ま な 種 類 が

あ る が ｢ 飼 料 の 安 全 性 の 確 保 及 び 品

質 の 改 善 に 関 す る 法 律 ｣ に よ る と 平

成 1 6 年 1 0 月 1 2 日 現 在 農 林 水 産

大 臣 が 指 定 す る 飼 料 添 加 物 は 表 1 の

通 り で あ る ｡

本 報 告 で は 表 1 に お い て 生 菌 剤 に

分 類 さ れ 細 菌 の
一

種 で あ る 枯 草 菌 を

培 養 し ､ 飼 料 添 加 物 中 に お け る 枯 草

菌 数 を 計 測 し 評 価 す る 方 法 を 紹 介 す

る ｡

表 1 . 農 林 水 産 大 臣 が 指 定 す る

飼 料 添 加 物 一

覧

農 林 水 産 省 令 で 定 類 別

め ら れ て い る 用 途

飼 料 の 品 質 の 低 下

抗 酸 化 剤 ( 3 種 )

防 か び 剤 ( 3 種 )

粘 結 剤 ( 5 種 )

乳 化 剤 ( 5 種 )

調 整 剤 ( 1 種)

の 防 止 ( 1 7 種 )

飼 料 の 栄 養 成 分 そ

ア ミ ノ 酸 ( 1 2

種 )

ビ タ ミ ン ( 3 2

の 他 の 有 効 成 分 の 種 )

補 給 ( 8 4 種 ) ミ ネ ラ ル ( 3 7

種 )

色 素 ( 3 種 )

飼 料 が 含 有 し て い

合 成 抗 菌 剤 ( 6

種 )

抗 生 物 質 ( 1 9

種 )

着 香 料 ( 1 種 )

呈 味 料 ( 1 種 )

酵 素 ( 1 2 種 )

生 菌 剤( 1 1 種 )

そ の 他 ( 2 種 )

る 栄 養 成 分 の 有 効

な 利 用 の 促 進 ( 5 2

種 )

( 合 計 1 5 3 種 )
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本 報 告 で は 清 和 酵 源 株 式 会 社 よ り

提 供 し て い た だ い た 飼 料 添 加 物 『 H I

ビ タ コ
-

ゲ ン 』 を サ ン ブ / レ と し て 用

い た
c

2 ､ 計 測 方 法 の 流 れ

( 1 ) S C D 寒 天 培 地 の 作 成

S C D 寒 天 培 地 用 試 薬 と 精 製 水 を

三 角 フ ラ ス コ に 入 れ て よ く 撹 拝 し
､

1 2 I ℃
I 2 気 圧 で 1 5 分 間 オ ー ト

ク レ
ー

プ 滅 菌 処 j聾 を す る c そ の 後 三

角 フ ラ ス コ を 取 出 し
､

6 0 ℃ - 5

o ℃ 位 に な っ た と こ ろ で 滅 菌 済 み シ

ャ
ー

レ に 流 し 込 み 乾 燥 す る ま で 待 つ o

表 2 . S C D ( S o y b e a n
-

C a s e i n D i g e s t )

寒 天 培 地 の 組 成

( 2 ) 希 釈 系 列 の 作 成

o . 9 % 生 理 食 塩 水 を 試 験 管 に 9 .

o m l ず つ 入 れ て モ ル ト ン 栓 を し た

あ と オ ー

ト ク レ ー ブ 滅 菌 処 理 を す る ｡

十 分 に 冷 め た あ と 試 験 管 に サ ン プ ′レ

1 . 0 g を 入 れ て ､
6 0 ℃ の 温 水 に

2 0 分 間 放 置 す る c
2 0 分 の 間 に 何

度 か 試 験 管 を 撹 押 し 温 度 が 均 一

に な

る よ う に す る c そ の 結 果 耐 熱 性 芽 胞

細 菌 だ け 残 り 枯 草 菌 が 測 定 で き る よ

う に な る ｡

次 に 試 験 管 を 氷 i こ 挿 し て サ ン プ ル

を 冷 や す ｡ 冷 え た と こ ろ で 多 段 階 に

十 分 希 釈 す る ｡

( 3 ) サ ン プ ル の 培 養

1 サ ン プ ル に つ き 3 枚 ず つ S C D 寒

天 培 地 を 用 意 し
､

そ れ ぞ れ の 培 地 に

希 釈 し た サ ン プ ル 1 0 0 LL Q を 培 地

に ま き ､
コ ン ラ

ー ジ 棒 で 均
一

に 広 げ

る
J

そ の 後 3 7 ℃ イ ン キ ュ ベ ー

タ で

約 1 - 2 1｣ 間 培 奏 す る ｡

( 4 ) コ ロ ニ
ー

の 選 別 と 計 測

培 養 後 ､ S C D 寒 犬 培 地 ヒ に 形 成 さ

れ て い る コ ロ ニ
ー

致 を 計 測 す る
｡
､

( 5 ) 評 価

カ ウ ン ト し た 希 釈 系 列 か ら 元 の 飼

料 添 加 物 中 に お け る 枯 草 菌 数 を 算 出

し 評 価 す る r,

3
､ 結 果 Ⅰ

コ ロ ニ
- 数 は 3 0 - 3 0 0 個 程 度

が 数 え や す く 信 椀 性 が 高 い と 言 わ れ

て い る が コ ロ ニ ー 同 士 が く っ つ い て

し ま い
､

明 確 で 計 測 nr 能 な コ ロ ニ
-

を 形 成 し な か っ た o

写 真 l . こ れ で は 数 え ら れ な い

- _
l l -



4 ､ 原 因 と 改 善 点

計 測 可 能 な コ ロ ニ
ー

を 形 成 し な か

っ た 理 由 と し て 以 下 の よ う な 点 が 原

因 と し て 挙 げ ら れ る ｡ そ れ を 元 に さ

ら に 改 善 を 行 っ た ｡

( 原 因 )

① S C D 寒 天 平 板 培 地 を 作 成 し た と

き シ ャ
ー レ の 蓋 に 水 蒸 気 が 発 生 し て

い た
.= .

曾
･

S C D 寒 天 平 板 培 地 自 体 が 乾 燥 し

て な か っ た
.｡

③ サ ン プ ル の 塗 抹 畳 が S C D 寒 天 培

地 に 対 し て 多 か っ た ｡

･3 手 技 が 未 熟 で あ っ た ｡

( 改 善 点)

① S C D 寒 天 培 地 を シ ャ
ー

レ に 流 し

込 む 温 度 を 寒 天 の 固 ま ら な い 6 0 ~℃

に 保 つ た め
､

ウ ォ
ー

タ ー バ ス を 用 い

て 常 に 流 し 込 む 前 の 温 度 を 一 定 に 保

つ よ う に し た
｡.

L3J) ク リ
-

ン ベ ン チ 内 で S C D 寒 天 培

地 を シ ャ
ー

レ に 流 し 込 む 操 作 を 行 い
､

無 菌 空 気 で 乾 燥 さ せ 最 低 で も 2 こ主 時

間 以 L 放 置 し 十 分 に 乾 燥 さ せ た
c

③ サ ン プ ′レ の 塗 抹 量 を 1 0 0 p Q ⇒

5 0 J｣ ¢ ⇒ 2 5 J J @ と 段 階 的 に 減 ら し

て 培 養 し た
｡

5
､ 結 果 Ⅱ

写 真 2 の よ う に か な り 改 善 さ れ て

計 測 し や す く な っ た が
､

希 釈 系 列 v)

系 に よ り バ ラ ツ キ が あ る な ど 満 足 で

き る 結 果 を 得 る こ と が で き な か っ た
｡

6
. お わ り に

S C D 寒 天 培 地 を 乾 燥 さ せ る 期 間 ､

サ ン プ ル を 入 れ る 量 や 入 れ た 後 の 処

理 方 法 な ど を 変 更 し
､

コ ロ ニ
ー が 計

測 で き る よ う 工 夫 し た が 今 の と こ ろ

安 定 し た 結 果 を 得 る ま で に は 至 っ て

い な い
｡ ま た

､
コ ロ ニ

ー の 形 態 か ら

菌 種 を 推 定 し
､ 希 釈 度 か ら 元 の 菌 数

を 推 定 す る こ と が あ る 程 度 出 来 る が
､

好 気 性 耐 熱 性 芽 胞 菌 イ コ
ー

ル 枯 草 菌

で は な い の で
, 今 後 は グ ラ ム 染 色 性

や 芽 胞 観 察 ( 顕 微 鏡 ) を 行 い
､ 菌 種

を 特 定 す る こ と 必 要 で あ る と 考 え ら

れ る ｡

写 真 2 . あ る 穏 度 の 改 善 は 見 ら れ る が ･ ･
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