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序 論  

 

第 1 節  緒 言  

 食 中毒 事 故 の 頻発 を受 け 、食 品 製 造業 で は H A C C P ( H a z a r d  

A n a l y s i s  C r i t i c a l  C o n t r o l  P o i n t )  が 義務 化 さ れ る流 れに なり 、

食 の 安 全 ･安 心 を 担 保 す る た め の 微 生 物 制 御 技 術 の 重 要 性 が

増 し て い る 。 微 生 物 制 御 技 術 の 根 幹 は 、 洗 浄 と 殺 菌 で あ る 。

現在 、食 品産 業、農業 ･水 産 関 連 産 業か ら医 療 産業 など 様々 な

分 野 で 汎 用 さ れ て い る 洗 浄 ･殺 菌 剤 は 次 亜 塩 素 酸 ナ ト リ ウ ム

( N a C l O )を初 めと した 塩素 系 酸化 剤 で ある 1 - 4 )。 従 って 洗浄 ・

殺 菌 技 術 の 高 度 化 の た め に は 、 塩 素 系 酸 化 剤 の 利 活 用 技 術 の

高度 化が 重 要に なる 。  

N a C l O の 活性 因 子は 次亜 塩 素酸 ( H C l O )で あ る。H C l O は、酸

化剤 であ る と同 時に p K a  = 7 . 5 の 弱酸 でも ある 5 )。こ のた め 、

H C l O は 水 溶液 中 で解 離し て C l O -が生 じ 、こ れ ら の割 合は p H

に依 存し て 変化 する ( F i g .  1 ) 5 ,  6 )。非解 離型 の H C l O 分子 は電 気

的 に 中 性 な 小 分 子 で あ り 、 微 生 物 細 胞 の 形 質 膜 を 容 易 に 透 過

 

F i g .  1   R a t i o  o f  H C l O  a s  a  f u c t i o n  o f  p H 6 )  
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する ため 、細 胞の 中側 と外 側 から 酸化 作用 を 及ぼ す ( F i g .  2 ) 6 )。

そ れ に 対 し て 解 離 型 の C l O -分 子 は 負 電 荷 を 帯 び て い る た め 、

形 質 膜 の リ ン 脂 質 二 重 層 を 透 過 す る こ と が 出 来 な い た め 細 胞

外側 から の み酸 化作 用を 示 す ( F i g .  2 ) 6 )。そ の 結果、H C l O 分 子

は C l O -分 子よ り も高 い 殺 菌 効果 を示 す 。  

H C l O は 、分子 中 の C l +が求 電 子種 とし て働 き 、対 象物 質か

ら 2 個 の電 子を 奪い C l -に還 元さ れる 過程 で 酸化 作用 を示 す

( F i g . 1 ) 8 ,  9 )。H C l O / C l O -は 、有 機物 中 の電 子密 度 が高 い部 位（例

え ば ア ミ ノ 基 、 シ ス テ イ ン 残 基 、 ペ プ チ ド 結 合 ） を 求 電 子 攻

撃す る結 果 、タ ンパ ク質 に 対し て分 解作 用 を示 す 7 ,  8 )。 乳産

業 で は タ ン パ ク 質 汚 れ を 除 去 す る た め の 助 剤 と し て 、 ア ル カ

リ洗 浄剤 へ の N a C l O の 添 加 ( 5 0 - 2 0 0  p p m )が行 われ てい る 9 )。

O H -が 洗浄 効 果 を 示さ ない p H 1 0 以 下の p H 領域 で H C l O 分子

と C l O -分 子の 濃 度に 着目 し て 洗 浄作 用を 調 べた 結果 、 N a C l O

の洗 浄効 果は N a C l O の濃 度 に 依 存す るの で はな く C l O -イオ

ン 濃 度 に 依 存 し 、 分 解 作 用 と 吸 着 置 換 作 用 に よ り 洗 浄 効 果 を

示す こと が 見出 された 1 0 )。  

この 様に N a C l O は優 れた 洗 浄・ 殺菌 効果 を 示す が 、 N a C l O

は 高 い 酸 化 力 を 持 つ が 故 に 、 有 機 物 の 存 在 下 で は 酸 化 力 を 消

費し て殺 菌 力を 失う 1 ,  1 1 )、反応 副生 成物 が 生じ やすい 1 2 )、高

分子 材料 や 金属 材料 への 腐 食性 があ るこ と 1 3 , 1 4 )、揮発 性が あ

 

F i g .  2   A c t i o n  o f  H C l O  a n d  C l O -  f o r  b a c t e r i a l  c e l l 6 ) .  
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ること 1 5 ）な ど が 懸念 され て おり、より 温和 な 代替 酸化 剤が 求

めら れて い た。  

 亜 塩素 酸 ナト リウ ム ( N a C l O 2 )は、H C l O の代 替 酸化 剤と し て

期待 され て いる 塩素 系酸 化 剤 の 一つ であ る 。N a C l O 2 の 活性 因

子で ある 亜 塩素 酸 ( H C l O 2 )は H C l O に も う一 つ酸 素が 結合 し た

化 合 物 で 、 4 個 の 電 子 を 奪 い 酸 化 力 を 発 揮 す る  ( F i g .  3 ) 。

N a C l O 2 の産 業利 用上 の利 点 とし て有 機物 存 在下 で H C l O / C l O -

よ り も 濃 度 の 減 少 が 緩 や か な こ と 、 そ の 結 果 、 有 機 物 存 在 下

での 殺菌 効 果が H C l O / C l O -よ りも 高い こ と 1 1 , 1 6 )、トリ ハロ メ

タ ン な ど の 塩 素 化 物 を 生 成 し な い こ と が 報 告 さ れ て い る 1 2 ,  

1 7 )。ま た、 H C l O 2 は、 p K a = 1 . 8 6 の 弱酸 でも あ るた め、 水溶 液

 

F i g .  3   C h e m i c a l  s t r u c t u r e  o f  H C l O 2  a n d  H C l O .  

 

 

F i g .  4   R a t i o  o f  H C l O 2  a s  a  f u n c t i o n  o f  p H  
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中 で 解 離 し て 亜 塩 素 酸 イ オ ン ( C l O 2
- ) を 生 じ る ( F i g .  4 ) 1 8 ) 。

N a C l O 2 水溶 液が p H に 依存 した 殺 菌効 果 を 示 すこ とに つい て

は多 くの 研 究が ある 。た と えば 小林 ら は p H 2 - 4 の範 囲で 、 大

腸 菌 と 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 に 対 す る N a C l O 2 の 殺 菌 効 果 を 調 べ 、

p H が 低い ほど 殺 菌効 果が 高 いこ とを 報告 し てい る 1 9 )。ま た

長谷 川ら は 、細 菌あ るい は 真菌 に対 して p H 4 . 0 - 8 . 6 で N a C l O 2

が静 菌作 用 を示 すこ とを 報 告し ている 2 0 )。 p H が 4 より 低 い

N a C l O 2 水 溶 液 中 に 存 在 す る H C l O 2 は 準 安 定 な 物 質 で あ る た

め 、 塩 化 物 イ オ ン の 存 在 下 で は 、 次 式 の よ う に 分 解 し 二 酸 化

塩素 ( C l O 2 )が 生じ る 1 8 )。  

5 H C l O 2  →  4 C l O 2  +  C l -  +  H +  +  2 H 2 O   ( 1 )  

C l O 2 は高 い 殺菌 力を 持つ た め、 低 p H ( < 4 )で の N a C l O 2 の殺 菌

効果は C l O 2 の作 用に よ る と 考え られ てい る 。実 際、アメ リ カ

や カ ナ ダ で は ク エ ン 酸 や リ ン 酸 な ど の 食 品 添 加 物 に 指 定 さ れ

てい る 酸 で N a C l O 2 水 溶液 の p H を 2 . 5 - 3 . 2 に 調 整 した 酸性 化

亜塩 素酸 ( A c i d i f i e d  s o d i u m  c h l o r i t e :  A S C )が 食 品添 加 物と して

認可 され て い る 2 1 )。し か し、 低 p H で は 使用 対 象 が限 られ る

こ と 、 酸 性 で は 金 属 材 料 の 腐 食 性 が 増 す こ と な ど か ら 、 実 用

上は より 高い p H での 利用 が 望ま しい 。  

 Vi b r i o  p a r a h a e m o l y t i c u s は 海 水 中 に 存 在 す る グ ラ ム 陰 性 の

海洋 性 の 食 中毒 細菌 で 、1 9 5 0 年 に大 阪で 発 生し た し らす 中 毒

事件 の原 因 菌と して 発見 さ れた 2 2 )。 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は 海

水 中 や 魚 介 類 の 表 面 に 存 在 し 、 そ の 病 原 因 子 は 耐 熱 性 溶 血 毒

( t h e r m o s t a b l e  d i r e c t  h e m o l y s i n : T D H )と 耐 熱 性 溶 血 毒 素 類 似 毒

素 ( T D H - r e l a t e d  h e m o l y s i n : T R H )で ある こと が 知ら れて いる 2 3 )。

V.  p a r a h a e m o l y t i c u s が付 着 した 魚 介類 が まな 板 や 食品 製 造装

置 表 面 と 接 触 す る と 、 こ れ ら の 表 面 に 容 易 に 移 行 す る す る た

め 、2 次 汚染 を 引 き起 こす 細 菌と して も知 ら れて いる 2 4 )。2 次
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汚 染 を 低 減 さ せ る た め に は 固 体 表 面 に 付 着 し た V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s の制 御技 術 が必 要と なる 。  

表面 に付 着 し た V.  p a r a h a e m o l y t i c u s に 対す る 薬剤 の 殺菌 効

果 を 調 べ る た め に は 、 固 体 表 面 に 付 着 し て い る 生 菌 数 の 測 定

が 必 要 と な る 。 付 着 生 菌 数 の 測 定 は 、 殺 菌 前 後 の 固 体 表 面 か

ら 付 着 菌 を 脱 着 さ せ た 後 、 希 釈 平 板 法 で コ ロ ニ ー 数 と し て 測

定す る方 法 2 5 ,  2 6 )、蛍光 試薬 の 膜透 過性 の有 無 を利 用し て蛍 光

顕微 鏡で 計 数す る方法 2 7 )など で 行わ れて き た。前者 は 脱 着 操

作 で の 菌 体 の 回 収 率 が 1 0 0％ で な く 、 回 収 操 作 で 生 菌 数 が 減

少 す る 可 能 性 が あ る こ と 、 後 者 は 表 面 の 一 部 の 観 察 に な る た

め 正 確 性 が 低 く 、 ま た 顕 微 鏡 観 察 を 行 う た め 簡 便 性 が 低 い と

いう 問題 点 があ った 。  

 微 生 物 熱 量 計 は 、 菌 の 増 殖 に と も な い 生 成 す る 熱 を 経 時 的

に 計 測 す る こ と に よ り 、 菌 の 増 殖 を 連 続 的 に 測 定 で き る 方 法

で あ る 。 具 体 的 に は 、 恒 温 槽 内 に 設 置 し た 参 照 セ ル と 測 定 セ

ルの 温度 差 をゼ ーベ ック 効 果 に より 熱起 電 力 (単 位 μ V )とし て

連続 的 に 測 定す るこ とで 、菌 の増 殖を 増殖 サ ーモ グラ ム ( g ( t ) )

とし て測 定 でき る ( F i g .  5 )。こ の 方法 では 、液 体 や固 体 、また

 

F i g .  5   S c h e m e  o f  m i c r o o r g a n i s m  c o l o r i m e t e r .  
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食 品 そ の も の な ど の 試 料 形 状 を 問 わ ず 微 生 物 の 増 殖 を 測 定 す

る こ と が で き る 。 従 っ て サ ン プ ル 性 状 を そ ろ え た 固 体 表 面 に

一 定 数 の 微 生 物 を 付 着 さ せ 、 殺 菌 前 後 の 試 料 を 培 地 に 入 れ る

だ け で 増 殖 検 出 時 間 の 遅 れ か ら 生 菌 数 の 減 少 を 評 価 出 来 る と

考え られ る 2 8 )。 また 微生 物 熱量 計で 得ら れ る g ( t )曲線 は微 分

型 (積 分 す る と 増 殖 曲 線 に な る )で 与 え ら れ る た め 、 増 殖 挙 動

の変 化を 鋭 敏に とら える こ と も でき る。  

N a C l O 2 は 、 酸化 力を 持つ 塩 素化 合物 であ り 、水 溶液 の p H

に よ っ て H C l O 2 と C l O 2
- の 存 在 割 合 が 異 な る と い う 特 徴 は

N a C l O と 似て い る 。そ のた め N a C l O 2 は 、殺菌 効果 だけ では な

く洗 浄効 果 を 示 す可 能性 が ある が、N a C l O 2 の 洗 浄効 果 を 調 べ

た研 究例 は ない 。また、N a C l O 2 の 殺菌 効果 に 関す る研 究も p H  

4 以 下の 研 究例 が多 く、 H C l O 2 の分 解に よ り生 じる 、 C l O 2 の

影響 を区 別 して 調べ た 報 告 は 少 ない 。  

本論 文で は 、主 として V.  p a r a h a e m o l y t i c u s  をモ デ ル微 生物

とし て 用 い て、1 )  微 生物 熱量 計 を 用い て脱 着 操作 なし で付 着

生 菌 数 を 計 数 す る 評 価 系 を 確 立 す る こ と 、 静 菌 的 作 用 を 示 す

N a C l 添加 や p H 変化 が g ( t )曲線 の形 状 (比 増殖 速 度 )にお よ ぼ

す影 響を 明 らか にす るこ と 、 2 )  V.  p a r a h a e m o l y t i c u s のス テン

レス 鋼表 面 への 付着 ・脱 着 にお よぼす p H の 影 響を 明ら か に

する こと 、 3 )  固 体表 面に 付 着 ・ 未付 着の V.  p a r a h a e m o l y t i c u s

に対 す る N a C l O の殺 菌効 果 を明 らか にす る こと 、 4 )  C l O 2 が

生 成 し な い 条 件 で N a C l O 2 の 種 々 の 細 菌 に 対 す る 殺 菌 効 果 を

明ら かに す るこ と 、5 )固 体表 面に 付着 した V.  p a r a h a e m o l y t i c u s

にする N a C l O 2 の 殺菌 効果 を 明ら かに する こ と 、6 )ステ ンレ ス

鋼 表 面 に 付 着 し た タ ン パ ク 質 ( 牛 血 製 ア ル ブ ミ ン ) や 細 菌 ( V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s )に対 す る N a C l O 2 の洗 浄 効 果 を明 らか に す る

こと を目 的 とし た。  
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第 2 節  本 論 文 の 構 成  

 序 論 で は 、 塩 素 系 酸 化 剤 に よ る 洗 浄 ･ 殺 菌 機 構 と V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s  の 特 徴 に つ い て 概 説 し た 後 、 本 研 究 の 目 的

と方 針に つ いて 述べ た。  

第 1 章で は 、 微 生物 熱量 計 を利 用 し た付 着 生菌 数の 測定 手

法の 確立 、静 菌的 作用 を示 す N a C l の過 剰な 添 加が g ( t )曲線 の

形 状 を 変 化 さ せ る と と も に 比 増 殖 速 度 を 低 下 さ せ る こ と 、 比

較的 高濃 度の N a C l の存在 が アル カリ p H スト レ ス 耐性 に 寄 与

する こと を 述べ た。  

第 2 章で は V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の ステ ンレ ス 鋼表 面へ の 付

着・ 脱着 現 象の 基本 であ る p H の影 響に つ いて ステ ンレ ス 鋼

微 粒 子 を 用 い た 液 相 微 粒 子 分 散 系 に て 調 べ 、 静 電 的 斥 力 が 働

く p H でも V.  p a r a h a e m o l y t i c u s が 自発 的か つ 不可 逆的 にス テ

ン レ ス 鋼 表 面 に 付 着 す る こ と 、 最 大 付 着 量 が V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s の零 電荷 点 付近 の p H で 得 られ る こと 、洗浄

に お け る 脱 着 量 は 洗 浄 液 の ア ル カ リ ( O H - )濃 度 の 上 昇 と と も

に増 大す る こと を 述 べた 。  

第 3 章 では 1 章 で確 立し た 計数 方法 を利 用 して 固体 表面 に

付着・未付 着 の V.  p a r a h a e m o l y t i c u s に対 する N a C l O の殺 菌 効

果を 動 力学 的 に 解析 し 、付 着 ・ 未付 着 の V.  p a r a h a e m o l y t i c u s

に対 する N a C l O の殺 菌効 果 につ いて 述べ た 。  

第 4 章で は固 体 表面 に 未 付 着の V.  p a r a h a e m o l y t i c u s に対 す

る N a C l O 2 の殺 菌 効果 を動 力 学的 に解 析し 、 p H と 温度 の影 響

に つ い て 述 べ る と と も に 亜 塩 素 酸 ( H C l O 2 )が 亜 塩 素 酸 イ オ ン

( C l O 2
- )より も 高 い殺 菌効 果 を示 すこ と、 中 性付 近の p H にお

い て C l O 2
-が 種 々 の 細 菌 に 対 し て 有 意 な 殺 菌 効 果 を 示 す こ と

を述 べた 。  

第 5 章で は固 体 表面 に付 着 した V.  p a r a h a e m o l y t i c u s に対 す
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る N a C l O 2 の殺 菌 効果 を動 力 学的 に解 析し 、 N a C l O 2 の殺 菌挙

動に およ ぼす p H の影 響に つ いて 述べ た。  

第 6 章で は モデ ル担 体と し て ス テン レス 鋼 微 粒 子を 、 モ デ

ル 汚 れ と し て 牛 血 製 ア ル ブ ミ ン ( B S A )を 使 用 し た 洗 浄 実 験 を

行い 、N a C l O 2 の洗 浄 効 果に お よぼ す p H と 濃度 の 影 響 を N a C l O

の洗 浄効 果 と比 較し た 。ま た N a C l O 2 の 洗浄 効 果の 温度 依存 性

を動 力学 的 に解 析し 、N a C l O 2 の 洗浄 メカ ニ ズム につ いて 述 べ

た。  

第 7 章 で は ス テ ン レ ス 鋼 表 面 に 付 着 し た V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s に対 す る N a C l O 2 の洗 浄効 果 にお よぼ す p H

と濃 度 の 影 響 を N a C l O の洗 浄 効 果と 比較 し た。 また N a C l O 2

の洗 浄効 果 の温 度依 存性 を 動力 学的 に解 析 し、N a C l O 2 が付 着

細菌 に対 し ても 有意 な洗 浄 効果 を持 つこ と を述 べた 。  

第 8 章で は 本研 究 で 得ら れ た 結 果を 要約 し た 。   
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第 1 章  微生 物 熱量 計を 用 いた V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の増 殖速

度お よび 付 着 ・ 未付 着の 生 菌数 の測 定  

 

第 1 .  1 節  諸 言  

V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は中 温 域か ら 熱帯 の 海 洋に 広 く分 布 す

る海 洋性 の 食中 毒細 菌で ある 2 3 ,  2 9 )。 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は 温

暖 な 海 岸 の 海 水 中 、 牡 蠣 、 ワ タ リ ガ ニ な ど 様 々 な 海 産 物 か ら

分離 され る 3 0 - 3 2 )。一般 的に V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は 生食 ある い

不十 分な 加 熱調 理を 行っ た 魚介 類 を 経由 し て感 染す る。  

 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は好 塩性 細 菌で あり 、 増殖 に最低 0 . 5 %

の N a C l を必 要と する 3 3 )。汽 水域 ある いは 河 口付 近の 海水 中

に存 在す る V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の まわ りの 塩 濃度 は不 安定 で

ある 。加 えて 、V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は水 道水 で の洗 浄や 調理 中

に 低 塩 濃 度 あ る い は 高 塩 濃 度 に さ ら さ れ る 。 食 品 製 造 装 置 を

分解 洗浄 す る際 には 、 表 面 に付 着し た V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は

弱 ア ル カ リ 性 洗 浄 液 ( p H  8 . 5 - 9 . 0 程 度 )の 洗 浄 液 に 接 触 す る 。

様 々 な 塩 濃 度 に お け る 生 存 お よ び 増 殖 能 力 を 持 つ V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s は p H や 温度 な ど の環 境ス ト レス へも 適応 性

を示す 3 4 )。V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 生菌 数を 制 御す るた めに は、

塩濃 度変 化や p H スト レ ス に 対 する 耐性 と 増殖 速度 に関 す る

情報 を得 る 必要 があ る。  

また 、V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は、魚介 類表 面に 付 着し た状 態 ま

た は 海 水 中 に 未 付 着 の 状 態 で 存 在 す る 。 魚 介 類 の 表 面 に 存 在

る V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は まな 板や 食品 製造 装 置表 面と 接触 す

る と 容 易 に 他 の 表 面 に 移 行 す る た め 、 水 溶 液 中 に 存 在 す る 菌

だ け で な く 表 面 に 付 着 し た 細 菌 の 生 菌 数 の 把 握 も 重 要 で あ る 。

水 溶 液 中 に 未 付 着 の 状 態 で 存 在 す る 細 菌 の 生 菌 数 は 平 板 寒 天

法 な ど で コ ロ ニ ー 形 成 単 位 と し て 計 数 す る こ と が 出 来 る 。 し
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か し 、 表 面 付 着 菌 を 同 じ 方 法 で 計 数 し よ う と す る と 固 体 表 面

上 の 生 菌 を 生 き た ま ま 回 収 す る 必 要 が あ る が 、 表 面 か ら 微 生

物細 胞を 1 0 0 %回 収す るこ と は難 しい ため 2 5 )、表 面か らの 菌

の 脱 着 を 必 要 と せ ず 、 付 着 状 態 の ま ま 生 菌 数 を 評 価 で き る 方

が望 ま し い 。  

微生 物熱 量 計は 、液 体培 地 2 8 )、 寒天 培地 3 5 )、食 品等 3 6 )の

様 々 な 系 に お け る 微 生 物 の 増 殖 に と も な う 熱 生 成 を 測 定 す る

こ と で リ ア ル タ イ ム に 菌 の 増 殖 を 測 定 す る こ と が 出 来 る 。 微

生物 熱量 計 では 微生 物 の 増 殖 は 増殖 サー モ グラ ム ( g ( t ) ;  μ V )と

し て 出 力 され る 。 こ の g ( t )曲線 は 微 分 型 で与 え ら れ る た め、

増 殖 変 化 を鋭 敏 に と ら え るこ と が 出 来 る 。 こ の g ( t )曲 線 から

は 微 生 物 の 増 殖 活 性 に 関 す る 情 報 だ け で は な く 、 初 期 生 菌 数

に関 す る 情報 を 得る こ と も出 来 る 2 8 )。具 体 的に は、 g ( t )曲 線

の 対 数 増 殖 期 に 相 当 す る 範 囲 の 任 意 の 値 ( α )に 到 達 す る ま で

の 時 間 の 遅 れ か ら 生 菌 数 の 減 少 を 見 積 も る こ と が 出 来 る 2 8 )。

こ の 測 定 方 法 を 利 用 す れ ば サ ン プ ル 性 状 を そ ろ え た 固 体 表 面

に微 生物 を 付着 させ 、そ の 接種 数 を変 化さ せ れば 、g ( t )曲 線の

検 出 時 間 の 変 化 か ら 付 着 生 菌 数 の 変 化 を 計 数 す る た め の 検 量

線が 導出 で き る と考 えら れ る。  

本章 では 、1 )  様 々な 塩濃 度 にお ける V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の

g ( t )曲 線を 取 得し 、静 菌作 用を 持 つ 化合 物の 添 加が g ( t )曲線 の

形 状 を 変 化 さ せ る こ と を 確 認 す る こ と と と も に 、 算 出 さ れ た

比 増 殖 速 度 定 数 ( μ )を 算 出 す る こ と 2 )担 体 か ら の 水 溶 液 中 へ

の 溶 出 物 質 が ほ と ん ど な い 表 面 が 平 滑 な ポ リ エ チ レ ン テ レ フ

タ レ フ タ レ ー ト ( P E T )樹 脂 を モ デ ル 固 体 表 面 と し て 用 い 、 g ( t )

曲 線 の 検 出 時 間 の 遅 れ か ら 付 着 生 菌 数 の 変 化 を 計 数 す る た め

の検 量線 の 導出 する こと を 目的 とす る。  
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第 1 .  2 節  実 験 方 法  

1 .  2 .  1  供 試 菌 、 培 地 お よ び 供 資 材  

 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s  N B R C  1 2 7 11  は 製 品 評 価 技 術 基 盤 機 構  

( N I T E )より 入 手 した 。 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の培 養 には Tr y p t i c  

S o y  b r o t h  ( T S B ;  メル ク） を 使用 した 。 担 体 とし て用 いた P E T

板  ( 1  m m 厚 )  は サン プラ テ ック (株 )より 購 入し た 。 P E T 板 よ

り 試 験 片 打 抜 き カ ッ タ ー  ( S D L - 1 0 0 ,  ㈱ ダ ン ベ ル )を 使 用 し て

直径 8  m m の円 形の サン プ ルを 切り 出し 、 エタ ノー ル 中 で 1 5

分間 の超 音 波洗 浄を 行っ た 後、 4 0℃ で乾 燥さ せた 3 7 )。  

  

1 .  2 .  2  V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 増 殖 に お よ ぼ す N a C l 濃 度 と

p H の 影 響  

V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 培養 は、 5 0  m l の T S B 培 地を 入れ た

2 0 0  m l の 三角 フ ラス コで 2 5℃ 、 2 4 時間 、 1 2 0  r p m で恒 温震 盪

する こと に より 行っ た。 培 養後 、培 養液 を 5 0  m l の遠 沈管 に

移し 、 5 , 3 5 0  ×  g で 2 0 分 間 遠心 す るこ とに よ り集 菌し た。 上

清を 取り 除 き 2 0  m l の 0 . 9 %  N a C l で 2 回 洗 浄し た 。回 収し た

菌体 を 0 . 9 %  N a C l で 懸濁 し て O D 6 6 0 が 2 . 0  にな る よう に調 製

し、 菌懸 濁 液 と した 。  

 N a C l 濃 度 を 0 . 5 から 8 . 1 %に 、p H を 7 . 0 から 9 . 0 にな るよ う

に H C l お よび N a O H で調 整 した T S B を作 成し 、 5  m l ず つ 3 0  

m l  容 積の ガラ ス バイ アル に 分注 し 、オ ート ク レー ブし た 。5 0 0  

μ l の菌懸 濁 液  ( O D 6 6 0  =  2 . 0 )  を 5 0  m l の 0 . 9 %  N a C l に加 え 、こ

の希 釈液 から 5 0  μ l 分取し 、 前述 の 5  m l の T S B 培地 に接 種

し、密 栓し た 。この バイ ア ルを 2 5℃ に設 定し た 微 生物 熱量 計

（ A n t a r e s ;ア ド バ ンス 理工 ㈱ ）の測 定セ ル に 静 置し 培養 を行 っ

た。菌の 増 殖に と もな う熱 生 成を 経時 的に 測 定し 、g ( t )曲 線を
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得た 。次 式 を用 いて g ( t )曲線 か ら 熱 生成 曲 線 ( f ( t )曲線 )を 算 出

した 。  

f ( t )  =  g ( t )  +  K ∫ g ( t )  d t    ( 1 .  1 )                 

ここ で、 K は 熱 測定 ユニ ッ トの 熱伝 導係 数 で、 g ( t )曲線 よ り

セル 毎に 算 出さ れる 。本 実 験で は K 値は 5 . 5 8～ 6 . 9 7  h - 1 であ

った 。 f ( t )曲線 は 増殖 曲線 に 相当 する ため 、 f ( t )曲 線の 対数 増

殖期 から 付 属の 解析 ソフ ト ( B P C L 2 4 c h  v e r.  2 0 1 3 0 9 6 )を 用い て

μ 値 を 求 めた 。  

 

1 .  2 .  3  V.  p a r a h a e m o l y t i c u s 付 着 P E T 試 験 片 の 調 製  

 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は 2 %の N a C l を添 加 し た 後 に N a O H で

p H  7 . 5 に 調整 し た 5 0  m l の T S B  ( T S B s )  で 培養 し た  ( 2 5℃、 2 4

時間 、 1 2 0  r p m )。培養 後、 1 .  2 .  2 と 同様 にし て、集 菌、洗浄 後

菌懸 濁液 を 調 製 した ( O D 6 6 0  =  2 . 0 )。  

 1 枚の P E T 試 験片と 5  m l の 菌 懸濁 液を 2 5  m l 容 積の バイ ア

ル 瓶 に 入 れ 、 ブ チ ル ゴ ム キ ャ ッ プ で 密 栓 し た 。 こ の バ イ ア ル

を 2 5℃ の 水浴 に つけ 、 8 0  r p m で 2 時間 恒温 震 盪 し た。 2 時間

後、 試験 片を 1 6  m l 容積 の試 験管 に移 し、 2  m l の 生理 食塩 水

を 加 え た 後 に ボ ル テ ッ ク ス し 、 緩 や か に 付 着 し た 菌 体 を 取 り

除い た。ボル テ ック ス後 、 P E T 試験 片を 1  m l の 生理 食塩 水 に

漬け 、 2 時 間 以内 に実 験に 使 用し た。  

 

1 .  2 .  4  P E T 付 着 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の S E M 観 察  

V.  p a r a h a e m o l y t i c u s が 付 着し た P E T 試 験 片を 1 0 %  グル タル

アル デヒ ド 水溶 液  (固 定液、p H  7 . 4  0 . 1  M  リン 緩 衝 液 ( P B ) )  に

3 0 分間 浸 漬し た 。そ の後 p H  7 . 4 の 0 . 1  M  P B で濯 ぎ、 5 0 %、

6 0 %、 7 0 %、 8 0 %、 9 0 %、 9 5 %、 1 0 0％の エタ ノ ール 水溶 液に 1 0

分 間 ず つ 順 番 に 浸 漬 し て 脱 水 を 行 っ た 。 そ の 後 、 エ タ ノ ー ル
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を t -ブチ ル アル コー ルに 置 換し 、 - 2 0℃ で 1 5 分 間凍 結し た 。

凍結 乾燥 に より t -ブ チル ア ルコ ー ルを 取り 除 き、 P t スパ ッ タ

コ ー テ ィ ン グ を 行 っ た 。 P E T 表 面 か ら 9 か 所 の 電 子 顕 微 鏡

( S E M )写 真 を撮 り 、S E M 像 よ り付 着微 生物 数 を計 数し た（ E a s y  

a c c e s s  v e r . 6 . 7 . 2 . 1 . 2 3 ;  E u r e s y s 社 ） 3 7 )。  

 

1 .  2 .  5 g ( t )曲 線 か ら の 初 発 生 菌 数 の 計 数  

 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s 菌液  ( 3 . 1  ×  1 0 5  C F U  c e l l s / m l )  の 1 0 倍

希釈 系列 を 作成 した 。ここ から 8 0  μ l ずつ 分 取し 3 0  m l 容 ガラ

スバ イア ル に入 った 5  m l の T S B s に 接種 し 、密 栓 した 。こ の

バイ アル を 微生 物熱 量計 中 に設 置し 、 g ( t )曲線 を 得た 。 g ( t )曲

線が 検 出さ れ る まで の 誘導 時 間 は接 種 菌体 数 ( N ’ 0 )の 減 少と と

もに 延 長 す る 2 8 )。従 っ て 、 g ( t )曲 線が 対 数 増殖 期 範囲 の 任 意

の一 定値 α に 到 達す るま で の 培 養時 間 ( t α )が N ’ 0 と相 関す る 。

付属 ソフ ト  ( B P C L 2 4 c h  v e r . 2 0 1 3 0 9 6 )を用 いて g ( t )曲線 を解 析

し、 t α を 算 出 し た。  

P E T 表面 に 付着 し た V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の場 合、 P E T 付着

試験 片を 1 / 4 およ び 1 / 2 にカ ッ トし た試 験片 と 試験 片 1～ 8 枚

を 5 m l の T S B s に 入れ 、微 生物 熱量 計に 設置 し た 。初 期菌 体数

( N ’ 0 )は 接種 枚数 から 算出 出 来 る 。 P E T 表 面に 付 着 し た菌 体 の

初期 生菌 数 N ’ 0 と t α の 相 関の 関 係か ら検 量 線を 導出 した 。  

 

第 1 .  3 節  結 果  

1 .  3 .  1   V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 増 殖 に お よ ぼ す N a C l の 影 響  

p H  7 . 5 で N a C l 濃度 が 0 . 5～ 8 . 1 %の T S B 培 地中 で 静置 培養

した 時 の V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の g ( t )曲 線 と f ( t )曲線 を示 す ( F i g .  

1 .  1 )。g ( t )曲線 の ピー ク形 状 と高 さ は V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 増

殖活 性を 反 映し てい る ( F i g .  1 .  1  A )。培 地 中に 0 . 5 %の N a C l が
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含 ま れ る 場 合 、 培 養 1 6 時 間 に ピ ー ク の 最 大 値 が 観 察 さ れ る

が、 他 の g ( t )曲 線と 比べ る と相 対的 に低 い 値で あっ た。 N a C l

 

F i g .  1 .  1   T h e  g ( t )  a n d  f ( t )  c u r v e s  o b t a i n e d  f o r  t h e  g r o w t h  o f  

V.  p a r a h a e m o l y t i c u s  a t  p H 7 . 5  u n d e r  v a r i o u s  s a l i n i t y  

c o n d i t i o n s .   ( A )  g ( t )  c u r v e s ,  ( B )  f ( t )  c u r v e s .  V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s  w a s  g r o w n  s t a t i o n a l l y  i n  T S B  m e d i u m  

a t  2 5℃ .  
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濃度 が 1 . 7 %から 3 . 0 %に 増加 す る と培 養 1 3～ 1 4 時 間に ピー ク

の最 大値 が 確認 され、そ の最 大 値も 高く な った 。N a C l 濃度 を

4 . 4％ 以 上 に 増 加 さ せ る と ピ ー ク の 高 さ は だ ん だ ん と 低 下 し 、

それ に合 わ せて ピー ク検 出 時間 も遅 れて い った 。N a C l は静 菌

効 果 を 示 す化 合 物 で 有 り 、静 菌 効 果 に よ り g ( t )曲 線 の 検 出時

間 が 遅 れ る場 合 g ( t )曲 線 の 形状 の 変 化 を と もな う こ と が 確認

され た 。g ( t )曲線 より 得ら れた f ( t )曲線 は各 塩 濃度 にお ける V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s の増 殖曲 線 に 相 当す る ( F i g .  1 . 1  B )。 N a C l 濃

度 が 1 . 7 %か ら 6 . 3 %の 範 囲 で は 5 0 時 間 の 培 養 後 、 f ( t )値 は

1 0 , 0 0 0  μ V 以上 に なっ た 。 一方 N a C l 濃度が 0 . 5％ と 8 . 1 %の 場

合、 f ( t )値 は 4 , 5 0 0  μ V に 留ま っ た 。そ れ ぞれの f ( t )曲線 の前 半

部分 の対 数 増殖 期 に あた る 部 分 から μ 値 を算 出 した 。同 様 の

実験を p H 7 . 0 お よび 8 . 0 で も行 い 、それ ぞ れの f ( t )曲線 から μ

値を 算出 し た。  

 

F i g .  1 .  2   T h e  μ  v a l u e s  o b t a i n e d  a t  p H  7 . 0 ,  7 . 5 ,  a n d  8 . 0  a s  a  

f u n c t i o n  o f  N a C l .  G r o w n  c o n d i t i o n s ,  s e e  l e g e n d  o f  F i g .  

2 .  1 .  1 .  S y m b o l s :  ○ ,  p H 7 . 0 ;  △ ,  p H 7 . 5 ;  □ ,  p H 8 . 0 .  
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F i g .  1 .  2 に p H  7 . 0、 7 . 5、 8 . 0 の T S B 培 地で 静 置培 養し た際

に得 られ た μ 値 を培 地中 の N a C l 濃 度に 対し て プ ロッ トし た

結果 を示 す。す べての p H にお い て、N a C l 濃 度 が 0 . 9 から 3 %

の範 囲で 比 較的 高 い μ 値 ( 0 . 4  –  0 . 6  h - 1 )が 得 られ て おり 、 N a C l

が 2 %前 後の 時 μ 値が 最大 に なる こと が 分 か った 。 N a C l 濃度

が 0 . 9  %よ り 小 さい 、ま た は 4 . 0 %よ り大 き い場 合 、 μ 値は 顕

著に 減少 し た。低 N a C l 濃度 お よ び高 N a C l 濃 度 に よる スト レ

スは V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 増 殖 を 抑制 した 。N a C l 濃度が 0 . 5 %

より 小さ い また は 8 . 1 %よ り大 き い場 合、 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s

は増 殖し な かっ た。  

 

1 .  3 .  2 p H の 影 響  

 高 p H ス トレ スに 対す る N a C l 濃度 の 影響 を調 べる ため 、

1 . 5  %また は 3 . 0  % N a C l を 含有 す る T S B 培地 の p H を 7 . 0 から

 

F i g .  1 .  3   T h e  μ  v a l u e s  o b t a i n e d  a t  1 . 5  a n d  3 . 0 %  N a C l  a s  a  

f u n c t i o n  o f  p H .  G r o w t h  c o n d i o n s ,  s e e  l e g e n d  o f  F i g .  1 .  

1 .   S y m b o l s :  ● ,  1 . 5  %  N a C l ;  ○ ,  3 . 0 %  N a C l .  
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9 . 0 に 変化 さ せて V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の増 殖 を調 べ た。 F i g .  1 .  

3 に 1 . 5  % ま た は 3 . 0  % の N a C l を 含 む T S B 培 地 で の V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s の μ 値 に対 する p H の影 響 を示 す。それ ぞれ

の p H 値 に おい て、 1 . 5 %の N a C l を含 有す る T S B 培地 で培 養

する こと に より 得ら れ た μ 値 は 3 . 0  %の N a C l を 含 有す る T S B

培地 で培 養 する こと によ り 得 ら れた μ 値 より も 大き かっ た 。

こ の こ と か ら 3 . 0 % と い う 相 対 的 に 高 い N a C l 濃 度 は V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s の μ 値 を抑 制 す るこ とが わ かる 。 1 . 5 % N a C l

の T S B 培地 で 培 養し た場 合 、 p H  8 . 0 以上 では μ 値 は相 対的 に

大き く減 少 する のに 対し て、p H  7 . 0 から 8 . 0 の 間 の p H で 培 養

した 場合 、 μ 値は ほぼ 一定 の 値 ( 0 . 4 9 3  ±  0 . 0 1 8  h - 1 )で あっ た 。

また 、 μ 値は p H  9 . 0 の とき 0 . 3 6 5  h - 1 ま で 減少 した 。こ れに 対

して 3 . 0 %の N a C l を含 有する T S B 培 地で 培 養し た場 合、 p H   

7 . 0  か ら 9 . 0 の幅 広 い p H 範 囲 にお い て p H の 増 加に とも ない

μ 値 は わ ずか 減少 傾向 を示 す が 、そ の変 化は 小 さか った ( 0 . 3 3 1  

±  0 . 0 3 5  h - 1 ) 。 こ の 結 果 は 相 対 的 に 高 い 濃 度 の N a C l が V.  

 

F i g .  1 .  4   S E M  i m a g e  o f  V.  p a r a h a e m o l y t i c u s  c e l l s  a t t a c h e d  t o  

P E T  d i s c .  B a r ,  1 0  μ m  
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p a r a h a e m o l y t i c u s のア ルカ リ p H ス トレ ス耐 性 に影 響を およ ぼ

すこ とを 示 して いる 。  

 

1 .  3 .  3   P E T 表 面 へ の V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 付 着  

  F i g .  1 .  4 に P E T 表面 に付 着 し た V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の S E M

像を 示す 。 P E T 表面 には 傷 はな く、 平 滑 であ っ た 。こ の S E M

像から V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は P E T 表面 に直 接 付着 して いる こ

 

F i g .  1 .  5   Ty p i c a l  g ( t )  c u r v e s  o b t a i n e d  f o r  g r o w t h  c u l t u r e s  o f  

u n a t t a c h e d  c e l l s  ( A )  a n d  a t t a c h e d  c e l l s  ( B )  a t  d i f f e r e n t  

N ’ 0 .   D o t t e d  l i n e s  i n  p a n e l s  A a n d  B  d e n o t e  α  ( =  2 0  μ V ) .  

S y m b o l s  ( N ’ 0 ,  C F U ) :   ( A )  〇 ,  2 . 5 × 1 0 5 ;  ● ,  2 . 5 × 1 0 4 ;  △ ,  

2 . 5 × 1 0 3 ;  ▲ ,  2 . 5 × 1 0 2 ;  □ ,  2 . 5 × 1 0 1 ;  ■ ,  2 . 5 × 1 0 0 ;  ( B )  〇 ,  

2 . 2 × 1 0 7 ;  ● ,  1 . 1 × 1 0 7 ;  △ ,  5 . 4 × 1 0 6 ;  ▲ ,  2 . 7 × 1 0 6 ;  □ ,  1 . 4 × 1 0 6 .  
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と が わ か る 。 S E M 像 か ら 算 出 さ れ た 付 着 菌 体 量 は 5 . 4 × 1 0 4  ±  

1 . 6 × 1 0 4  c e l l s / m m 2 であり 、 P E T 試 験片 1 枚 あ たり の付 着菌 体

数は 5 . 4 × 1 0 6  c e l l s / d i s c と計 算さ れ た。  

 

1 .  3 .  4   N ’ 0 と t α の 関 係  

 F i g .  1 .  5 に 接 種 菌体量 N ’ 0（ 未 付 着菌； A ,  付着 菌； B）を 変

えた 場合 の g ( t )曲 線例 を示 す 。α は 対数 増殖 期 に 相 当す る範 囲

に 設 定 し た 場 合 に 良 好 な 解 析 結 果 が 得 ら れ る こ と が 示 さ れ て

いる ため 、対 数増 殖期 の範 囲 であ る 2 0  μ V を α と した 。N ’ 0 が

減少 する と g ( t )曲線 の誘 導 期の 延長 とと も に t α の遅 れが 確 認

され た。  

 

F i g .  1 .  6   R e l a t i o n s h i p s  b e t w e e n  t h e  l o g a r i t h m  o f  N ’ 0  a n d  t α  

f o r  u n a t t a c h e d  c e l l s  ( A )  a n d  a t t a c h e d  c e l l s  ( B ) .   
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 F i g .  1 .  6 に未 付着 菌 ( A )お よび 付着 菌 ( B )の N ’ 0 の常 用対 数

値と t α の 関係 を 示す 。 F i g .  1 .  6 A および 1 .  6 B の 実 線は 線形 回

帰 分 析 に よ り 得 ら れ た 直 線 を 示 す 。 そ れ ぞ れ 良 好 な 直 線 関 係

が得 られ て いる こと がわ か る 。未 付着 菌 (式 1 . 2 )お よび 付着 菌

(式 1 .  3 )の グラ フ から 下記 の 関係 が導 出さ れ た  

l o g  N ’ 0  =  1 0 . 8  –  0 . 4 6  t α  ( R 2 = 0 . 9 9 7 )   ( 1 . 2 )  

l o g  N ’ 0  =  1 1 . 2  –  0 . 5 2  t α  ( R 2 = 0 . 9 5 5 )   ( 1 . 3 )  

これ らの 式 から 、未 付着 菌 の 場 合は t α の 2 . 2 時 間 の 延長 が 、

付着 菌の 場 合は 1 . 9 時 間の 延 長が 生菌 数の 一 桁の 減少 に相 当

する こと が わか る。  

 

第 1 .  4 節  考 察  

1 .  4 .  1   N a C l お よ び p H の 影 響  

 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は 好 塩菌 で 、増 殖 する た め には 少 なく

とも 0 . 5～ 1 . 5  %の N a C l を要 求 す るこ とか ら 、 N a +が菌 体内 で

の エ ネ ル ギ ー 変 換 に 重 要 な 役 割 を 持 つ こ と が 示 唆 さ れ る 。 こ

の 理 由 の １ つ は 膜 輸 送 プ ロ セ ス に N a +勾 配 が 必 要 で あ る こ と

によ ると 考 えら れる 。 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は 培地 中の N a C l 濃

度を 9 . 0 %ま で増 加さ せて も 増殖 可能 であ り 、他 の Vi b r i o 属 菌

より も浸 透 圧耐 性で ある と の報 告が あ る 3 8 ) ,  3 9 )。本 研究 で は

0 . 9～ 3 . 0  %の N a C l 濃 度で 比較 的 μ 値 が 高く 、さ ら に N a C l 濃

度 を 上 昇 さ せ る と μ 値 は 徐 々 に 低 下 す る こ と が 確 認 さ れ た

( F i g .  1 . 2 )。こ の よう な μ 値と N a C l 濃度 の関 係 は 他の 低度 好

塩菌 の増 殖 に お いて も 確 認 され ている 3 8 ) , 3 9 )。高 浸透 圧環 境 は

多 く の 細 菌 に と っ て 有 害 で あ る た め 、 好 塩 性 の V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s に と っ て も 好 ま し く な い 環 境 で あ る と 考 え

られ る 。  
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 一 般的 に 、細 菌は 高浸 透 圧環 境に 対応 す るた め の 2 つ のシ

ステ ムを 持 つ 4 0 ) ,  4 1 )。一 つは カリ ウム イオ ン （ K +）の 取り 込

み に よ り 外 部 の 高 浸 透 圧 を 相 殺 す る シ ス テ ム で あ る 。 細 胞 内

に 高 濃 度 の K +が 存 在 す る 状 態 は 細 胞 に と っ て 有 害 で あ る た

め、多 く の細 菌は この シス テ ムを 短時 間で の 応答 に利 用す る。

も う 一 つ の シ ス テ ム は 、 適 合 基 質 と 呼 ば れ る 低 分 子 化 合 物 の

利 用 で あ る 。 高 浸 透 圧 環 境 で は 菌 体 内 の 細 胞 質 に 適 合 基 質 が

蓄 積 さ れ る 。 こ れ ら の 適 合 基 質 は 外 部 か ら の 取 り 込 み ま た は

合 成 に よ り 新 た に 作 ら れ 細 胞 内 蓄 積 さ れ る 。 V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s は 四 つ の ベ タ イ ン カ ル ニ チ ン コ リ ン ト ラ ン

スポ ータ ー 、 2 つ の P R o U  A B C ト ラン スポ ー ター 、エ クチ ン

や グ リ シ ン ベ タ イ ン な ど の 二 つ の 適 合 基 質 を 合 成 す る シ ス テ

ム 等 多 く の 浸 透 圧 耐 性 シ ス テ ム を 持 つ こ と が 知 ら れ て い る

4 1 )。  

V.  p a r a h a e m o l y t i c u s はア ル カリ 耐 性細 菌 でも あ り 、 μ 値 は

p H が 増加 する ほ ど緩 やか に 低下 する 傾向 を 示し た（ F i g .  1 .  3）。

特に 、塩 濃 度 が 1 . 5 %の場 合 p H  8 . 0 以 上に な る と μ 値 は 速や

かに 減少 し た。 古賀 らは 、 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s が 大腸 菌や V.  

c h o l e r a より も ア ルカ リ感 受 性が 高い こと を 報告 して いる 4 2 )。

彼ら の研 究 では 、 1 %の N a C l を 含有 した p H  9 . 0 の培 地中 で の

2 時間 のア ル カリ 処理 によ り 、 1 . 6～ 3 . 2  μ m の サイ ズで あっ た

細菌 が 1 . 6～ 8 . 8  μ m に伸 長す るこ とが 報告 さ れて いる 。こ の

細 胞 の 伸 長 は 環 境 ス ト レ ス に 適 応 す る た め の 形 態 変 化 の 一 つ

と 考 え ら れ て い る 。 こ れ ら の 結 果 は 低 塩 濃 度 環 境 下 で V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s が ア ル カ リ ス ト レ ス 感 受 性 で あ る こ と を 示

して して い る。  

 N a + / H +ア ン チ ポ ー タ ー は 生 物 の 細 胞 膜 を 介 し て の N a +の 輸

送に 重要 な 役割 を果 たし て いる 4 3 ,  4 4 )。微 生物 細胞 中で はア ン
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チポ ータ ー が H +との 交換 に より 細胞 中か ら N a +を 排出 し、 細

胞内の p H を コ ント ロー ル して いる 。大 腸 菌の 場合 アン チ ポ

ー タ ー N h a A は 1 N a + / 2 H + の 交 換 比 率 で 輸 送 を 行 う 4 5 ) 。 V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s は N h a A ,  N h a B ,  N h a D など の複 数 の N a + / H +ア

ンチ ポー タ ーを 持ち 、こ れ らが p H  8 . 5 か ら 9 . 0 の アル カリ 環

境で のみ 働 くこ とが 報告 さ れて いる 4 6 - 4 8 )。 3 . 0  %の N a C l を含

む培 地中 での V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の μ 値は 1 . 5  %の N a C l を含

む培 地中 で の μ 値よ りも 低 いが 、 3 . 0  %の N a C l 存在 下 で も ア

ルカ リス ト レス 耐性 を示 し た 。細 胞内 の高 濃 度の N a C l の存 在

は菌 体外 p H が 中性 の場 合 は有 害で ある が 、 ア ルカ リ 環 境 で

は N a +の 排出 によ る細 胞内 p H の 維 持に 有用 で ある 。  

 

1 .  4 .  2  N ’ 0 と t α と の 関 係  

 g ( t )曲 線 の 検 出 の 遅 れ ( t α )か ら 生 菌 数 ( N ’ 0 )を 計 数 す る た め

の検 量 線を 導 出 した 。 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 次亜 塩素 酸 ナト

リウ ムに よ る殺 菌 効 果に つ いて 平板 寒天 法 と式 1 .  2 を用 い て

得 ら れ た 結 果 を 比 較 し た と こ ろ 、 両 者 は 良 く 一 致 し た 。 こ の

こと から 、 導出 した 式 1 . 2 と 式 1 .  3 を 利用 して 生 菌数 の減 少

を評 価す る こと が出 来る と 考え られ た。  

 

第 1 .  5 節  結 言  

 本 章で は 、 様 々な 塩濃 度 に お ける V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の μ

値 に つ い て 微 生 物 熱 量 計 を 用 い て 測 定 す る こ と に 成 功 し た 。

V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は 0 . 9 %か ら 3 . 0 %の N a C l 濃 度 で良 く増 殖

す る こ と が 確 認 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 は こ の 細 菌 が 海 水 ・ 汽

水・ 河口 に 広く 分布 して い ると いう 事実 と 一致 する 。ま た V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s が広 い塩 濃 度範 囲、 p H 範囲 で増 殖可 能で あ

るこ とも 確 認さ れた 。 3 . 0 %の N a C l 下で 生 じる の 浸透 圧は ア
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ルカリ p H ス ト レス 耐性 の 観点 から 適当 な 塩濃 度で 有る と 考

えら れ 、それ よ り N a C l 濃度 が 低 下す ると 高 p H ス トレ ス 下 で

の 増 殖 活 性が 低 下 し た 。 また g ( t )曲 線 の 検出 時 間 の 遅 れ から

付 着 菌 お よ び 未 付 着 菌 の 初 発 生 菌 数 を 計 数 す る 検 量 線 の 導 出

に成 功し た 。   
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第 2 章  ス テ ン レ ス 鋼 表 面 へ の V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 付 着 ・

脱 着 に お よ ぼ す p H の 影 響  

 

第 2 .  1 節  緒 言  

 微 生 物 の 固 体 表 面 へ の 付 着 現 象 は 、 微 生 物 汚 染 に 関 連 す る

重要 な現 象 であ る 4 9 )。微 生物 細 胞の 付着 は 自発 的ま たは 受 動

的な 現象 で、微 生 物細 胞は 自 身の 運動 性あ る いは 拡散 、重 力、

また は流 体 力学 的な 力で 液 層か ら表 面へ 移 動す る 5 0 )。食 品製

造 装 置 に お い て は 、 食 品 と 接 触 す る 表 面 へ の 微 生 物 の 付 着 は

結果 とし て 食品 の汚 損や 食 中毒 の原 因と なる 2 3 )。  

 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は 魚 介類 由 来の 食 中毒 性 細 菌で 、 温帯

及 び 熱 帯 の 海 洋 環 境 に 存 在 し 、 世 界 中 で 感 染 が 確 認 さ れ て い

る 2 3 )。魚 介類 表 面や 海水 中 に存 在する V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は

ス テ ン レ ス 鋼 表 面 、 ガ ラ ス 表 面 ま た は 他 の 非 生 物 表 面 に 付 着

し交 差汚 染 の原 因に な る 2 3 ) ,  5 1 ）。従 って 、 固体 表面 に付 着 し

た V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は 適切 な方 法で 取り 除 かな けれ ばな ら

ない 。  

 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は グ ラム 陰 性の 桿 菌で 、 細 胞最 表 面に

外膜 を持 つ。加 え て、V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は 極 毛と 横 鞭毛 とい

う 2 種 類 の鞭 毛 を持 つ。 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s 表面 には リポ タ

ン パ ク 質 、 リ ン 脂 質 、 リ ポ 多 糖 を 含 む 多 く の 高 分 子 化 合 物 が

存在 する 。 加え て Vi b r i o 属菌 は 糖、 ウロ ン 酸、 タン パク 質 か

ら な る 菌 体 外 高 分 子 物 質 ( E P S )を 産 生 す る 5 2 - 5 4 )。 こ れ ら の 高

分 子 は 多 価 電 解 質 で 、 リ ン 酸 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ア ミ ノ 基

な ど の 官 能 基 が 電 荷 を 帯 び る 。 こ の 酸 性 と 塩 基 性 の 両 方 の 官

能 基 が 存 在 す る た め 、 細 菌 表 面 は 両 性 の 性 質 を 示 す 。 こ れ ら

の官 能基 の イオ ン化 は周 りの p H 変化 に 依存 し 、こ の特 性 は

細 胞 表 面 の 物 理 化 学 的 性 質 に 大 き な 影 響 を 与 え る 。 表 面 を 高
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分 子 で 覆 わ れ た 微 生 物 は 柔 ら か い コ ロ イ ド 粒 子 と 考 え る こ と

が 出 来 る の で 、 こ れ ら の 付 着 現 象 は 物 理 化 学 的 現 象 と し て 取

り扱 うこ と が出 来る 。  

 他 方、ステ ン レ ス鋼 の表 面 電荷 密度 と極 性 は水 溶液 の p H に

応じ て変 化 する 5 5 )。コ ロ イド 粒子 の初 期付 着 には 、表 面と コ

ロ イ ド 粒 子 に 間 で 働 く 静 電 的 相 互 作 用 が 大 き く 影 響 す る と 考

えら れる 。そ れ ゆ え、V.  p a r a h a e m o l y t i c u s と ス テン レ ス鋼 微粒

子 の 表 面 電 荷 特 性 は 細 菌 の 付 着 ・ 脱 着 現 象 を 決 定 す る 重 要 な

因子 とな り 得る 。  

 本 章で は 、1 )  V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の表 面電 荷特 性 を p H の 関

数と して 明 らか にす るこ と 、 2 )  V.  p a r a h a e m o l y t i c u s のス テン

レス 鋼表 面 への 初期 付着 過 程に おける p H の 影 響 を 明ら か に

する こと 、 3 )洗 浄過 程に お ける V.  p a r a h a e m o l y t i c u s に対 する

O H -イ オン の 洗浄 効果 を明 ら かに する こと を 目的 とす る。本 実

験 で は 、 細 胞 の 付 着 ・ 脱 着 過 程 に お け る 物 理 化 学 的 特 性 の 影

響 を 議 論 す る た め に ス テ ン レ ス 鋼 微 粒 子 を モ デ ル 表 面 と し て

使用 した 。  

 

第 2 .  2 節  実 験 方 法  

2 .  2 .  1  菌 株 及 び 供 試 材  

V.  p a r a h a e m o l y t i c u s  N B R C 1 2 7 11 は T S B s で 培 養し た 。培養 条

件と 菌懸 濁 液 ( O D 6 6 0  =  2 . 0 )の調 製 は 1 . 2 . 2 と 同様 の 方法 で行 っ

た。  

 ス テン レ ス 鋼 微粒 子 ( c . a .  1 0  μ m )は ニ ラコ (株 )よ り購 入し 、

アセ トン 洗 浄、エタ ノー ル 洗浄 後、 1 5 0℃で 乾燥 させ 、実 験に

使用 した 。 ステ ンレ ス鋼 微 粒子 の比 表面 積は 0 . 3  m 2 / g で あ っ

た。  
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2 .  2 .  2   ス テ ン レ ス 鋼 微 粒 子 と V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 表 面 電

荷 密 度 の 測 定  

 ス テン レ ス鋼 微粒 子 と V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 表 面電 荷密 度

を電 位差 滴 定 (平 沼産 業 (株 ) ;  C O M - 1 6 0 0 )に よ り調 べ た 5 6 ) ,  5 7 ) )。

まず 、硝酸 を 添加 して p H を 3 . 5 に 調整 した 1 0 0  m l の 0 . 1 5 4  M  

N a C l 水溶 液を 0 . 1  M  K O H で p H 1 0 まで 滴定 し た。 次に 、濃 縮

した 菌懸 濁 液 ( 7 . 5  m g  d r y  c e l l )ま た は 3 g の ス テ ンレ ス鋼 を 1 0 0  

m l の 0 . 1 5 4  M  N a C l 水溶 液 ( p H 3 . 5 )に 添加 した 後 0 . 1  M  N a O H で

滴定 し た。 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s と ステ ン レス 鋼 微 粒子 の 見掛

けの 表面 電 荷密 度 は 、H +と O H -  の相 対吸 着 密度 (  [ Γ H
+  -  Γ O H

- ] )

を p H の 関 数と し て示 した 。  

 菌懸 濁液 を 濃 縮後、各 濃度 に 生理 食塩 水 で希 釈した 5  m l の

菌懸 濁液 と 0 . 5  g の ステ ンレ ス 鋼微 粒子 を 2 5  m l ガラ ス バイ

アル に 入 れ 、密 栓後 、 2 5  ℃ 、 1 2 0  r p m で恒 温 震盪  ( 2 h )し、ス

テン レス 鋼 表面 に V.  p a r a h a e m o l y t i c u s を 付着 さ せ た (付着 等 温

線 )。 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 付着 に およ ぼ す p H の 影 響を 調べ

るた め、 H N O 3 水 溶液 と N a O H 水 溶液 で p H を 3 から 1 0 に 調

整し た菌 懸 濁液  ( O D 6 6 0 = 4 . 0 )  5  m l と 0 . 5  g の ステ ン レス 鋼微

粒子 を 2 5  m l 容 積の ガラ ス バイ アル へ入 れ 、前 述と 同様 に し

て V.  p a r a h a e m o l y t i c u s を 付 着さ せ た。 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s が

付 着 し た ス テ ン レ ス 鋼 微 粒 子 を 遠 心 分 離  ( 1 , 1 6 0 × g ,  1 分 )  で

回収 後、生理 食 塩 水で 5 か ら 8 回 濯い だ後 、4 0℃ で 1 6 時 間乾

燥さ せ た。 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 付着 量 は 全 有 機 炭素 計 の個

体 燃 焼 装 置  (島 津 製 作 所 (株 )； T O C - L / S S M - 5 0 0 0 )  で ス テ ン レ

ス鋼 微粒 子 ごと 燃焼 させ 、 全炭 素と して 測 定し た 5 8 )。  

 

2 .  2 .  3   洗 浄 実 験  

 洗浄 実験 は V.  p a r a h a e m o l y t i c u s が付 着し た 0 . 5 g のス テン レ
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ス鋼 微粒 子 と 5  m l  の 洗浄 液を 2 5  m l 容 積の ガ ラ スバ イア ル

に入 れ、 密 栓後 、 4 0℃で 2 時 間 恒温 震盪 す るこ とに より 行 っ

た ( 1 2 0  r p m )。洗 浄液は H N O 3 ま たは N a O H で p H を 1 から 1 3

に調 整し た 水溶 液を 用い た 。2 時 間後 、ステ ン レス 鋼微 粒子 を

遠心 分離 ( 1 , 1 6 0 × g ,  1 分 )で回 収 後 、 5  m l の 生理 食 塩水 で 2 回

濯ぎ 、4 0℃ で 1 6 時間 乾燥 さ せた 。残存 し た V.  p a r a h a e m o l y t i c u s

量 は 前 述 の 通 り 全 有 機 体 炭 素 量 と し て 定 量 し た 。 除 去 率 は 残

存 量 か ら 算 出 し た 除 去 量 を 初 期 付 着 量 で 除 す る こ と に よ り 算

出し た。  

 

第 2 .  3 章  結 果 お よ び 考 察  

2 .  3 .  1  表 面 電 荷 特 性  

 F i g .  2 .  1 A に V.  p a r a h a e m o l y t i c u s 表面 への H +と O H -の 相対

吸着 密度 曲 線 ( [ Γ H +  -  Γ O H - ] V )を F i g .  2 .  1 B にス テン レ ス 鋼 微粒

子表 面 ( B )への H +と O H -の 相 対吸 着密 度曲 線 ( [ Γ H +  -  Γ O H - ] S S )を

p H の 関数 とし て 示す 。[ Γ H +  -  Γ O H - ] V 曲 線は 両性 の 性 質を 示し 、

+ 1 . 0 から - 0 . 8  μ m o l / m g  d r y  c e l l の 範 囲に あっ た 。見 掛け の零 電

荷点 ( p z c a p p )の p H 値は 6 . 1 で あっ た。V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 最

表面 には E P S が 存在 し 、E P S に は リン 酸基 、カル ボ キシ ル基 、

アミ ノ 基な ど の 官能 基 が存 在 し 、 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 全 電

荷 は こ れ ら の 官 能 基 の プ ロ ト ン 化 と 脱 プ ロ ト ン 化 の 総 和 と し

て現 れる た め、 p H に 依 存し て変 化す る。 p z c a p p で は、 細胞 表

面 の 正 と 負 の 電 荷 の 総 量 が 等 し く な る た め 、 表 面 電 荷 は 零 と

なる 。  

[ Γ H +  -  Γ O H - ] S S 曲 線 も p H に 依存 し て変 化す る 。ス テン レス

鋼 表 面 に は 酸 性 の 表 面 水 酸 基 と 塩 基 性 の 表 面 水 酸 基 が 存 在 す

る こ と が 知 ら れ て い る 5 4 ) 。 こ の 表 面 水 酸 基 は V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s の付 着サ イ トと なる 。ス テ ンレ ス 鋼微 粒子 の
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p z c a p p は 9 . 6 と算 出さ れた 。  

 

2 .  3 .  2 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 付 着 等 温 線  

静 電 的 相 互 作 用 の 影 響 を 最 小 に す る た め に V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s の p z c a p p であ る p H  6 . 1 で 付 着実 験 を行 った 。

F i g .  2 .  2 に ス テ ンレ ス鋼 微 粒子 に対 する V.  p a r a h a e m o l y t i c u s

の付 着等 温 線 ( 2 5℃ )を示 す。 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 付着 量  ( Γ )  

は 平 衡 細 胞 濃 度 の 上 昇 と と も に 増 大 し 、 飽 和 付 着 量  (約 7 . 0  

m g  d r y  c e l l s / m 2 )  に到 達し た 。付 着した V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は

 

F i g .  2 .  1   C u r v e s  o f  t h e  r e l a t i v e  a d s o r p t i o n  d e n s i t y  o f  H +  a n d  

O H -  o n  ( A )  c e l l  s u r f a c e  o f  V.  p a r a h a e m o l y t i c u s  ( [ Γ H +  -  

Γ O H - ] V )  a n d  ( B )  s t a i n l e s s  s t e e l  p a r t i c l e s  ( [ Γ H +  -  Γ O H - ] S S )  

a s  a  f u n c t i o n  o f  p H .  Ti t r a t i o n  w a s  c o n d u c t e d  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  0 . 1 5 4  M  N a C l .  
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生 理 食 塩 水 で の ボ ル テ ッ ク ス 洗 浄 で も 脱 着 し な か っ た こ と か

らス テン レ ス鋼 表面 に不 可 逆吸 着し てい る こと がわ か る 。  

2 .  3 .  3 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 付 着 に お よ ぼ す p H の 影 響  

F i g .  2 .  3 に Γ に およ ぼす V.  p a r a h a e m o l y t i c u s 懸濁 液 の 初期

p H の影 響を 示 す 。 Γ は 初 期 p H に 依存 して 大 きく 変化 した 。

[ Γ H +  -  Γ O H - ] V が [ Γ H +  -  Γ O H - ] S S と 同 種の 電荷 を 帯 び てい ても 自

然に 付着 が 起こ って い る こ とが わか る 。初期 p H が 5～ 6 の範

囲で Γ の 大幅 な 上昇 が確 認 され た 。 付着 平 衡 に 達す ると 菌 懸

濁液 の p H は 5 . 0（初 期） から 5 . 6（平 衡） へ 、 6 . 0（初 期） か

ら 5 . 9 （ 平 衡 ） へ と そ れ ぞ れ 変 化 し た 。 平 衡 p H が V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s の p z c a p p  ( 6 . 1 )に 近づ いた こ とは 非常 に興 味

深 い 。 タ ン パ ク 質 や 酸 性 多 糖 で あ る ペ ク チ ン が ス テ ン レ ス 鋼

や チ タ ン 表 面 に 吸 着 し た 際 に も 、 タ ン パ ク 質 や 酸 性 多 糖 類 の

p z c a p p 付近 の p H で最 大吸 着 量 が 得ら れる こ とが わか って い る

5 9 - 6 1 )。 微 生 物 細 胞 は “柔 ら か い コ ロ イ ド 粒 子 ”と し て 振 る 舞 う

 

F i g .  2 .  2   I s o t h e r m  f o r  V.  p a r a h a e m o l y t i c u s  c e l l s  a d h e s i o n  t o  

s t a i n l e s s  s t e e l  s u r f a c e s  a t  p H  6 . 1  ( 2 5  º C ) .  A d h e s i o n  

e x p e r i m e n t  w a s  c o n d u c t e d  w i t h  r e c i p r o c a l  s h a k i n g  ( 1 2 0  

r p m )  a t  2 5  º C  f o r  2  h .  
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た め 、 付 着 の 際 に 働 く ス テ ン レ ス 鋼 表 面 と 微 生 物 間 の 静 電 的

斥力 はき わ めて 低い か無 視 でき る程 度に なる 5 1 )。全 体と し て

の静 電力 は 付着 挙動 に影 響 する が 、 それ ら の Γ に対 する 影 響

は小 さ い。 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 付着 に おい て は 細菌 細 胞間

の静 電的 反 発力 が Γ に強 く 影響 して いる と 考え られ る 。 [ Γ H +  

-  Γ O H - ] V か ら 各 p H での 細 胞間 に 働く 静電 的 斥力 の大 きさ が わ

かる 。 [ Γ H +  -  Γ O H - ] V の絶 対 値 が 小 さい と 細 胞間 の 静電 的 斥力

が 小 さ く な り 、 細 胞 間 の 距 離 が 小 さ く な る 。 そ れ に よ り 細 胞

密度 が高 い 状態 での 付着 が 可能 にな るた め 、細 胞の p z c a p p 付

近の p H で 大 き な Γ が得 られ た と 考 えら れ る 。  

 タ ン パ ク 質 と 酸 性 多 糖 類 は カ ル ボ キ シ ル 基 を 介 し て 静 電 的

相 互 作 用 、 水 素 結 合 、 非 静 電 的 な 相 互 作 用 に よ り ス テ ン レ ス

鋼表 面に 不 可逆 吸着 して い ると 考え られ て いる 5 9 - 6 1 )。こ れら

の結 果 を 踏 まえ ると 、V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は最 表 面 、側 鞭毛 、

また は E P S の カ ルボ キシ ル 基 な どの 官能 基 を介 して ステ ン レ

ス鋼 表面 へ 不可 逆 的 に付 着 して いる と 考 え られ る 。  

 

F i g .  2 .  3   E f f e c t  o f  i n i t i a l  p H  o n  t h e  V.  p a r a h a e m o l y t i c u s  c e l l s  

a d h e s i o n  t o  s t a i n l e s s  s t e e l  s u r f a c e s .  F o r  a d h e s i o n  

c o n d i t i o n s ,  s e e  l e g e n d  f o r  F i g .  2 .  2 .  
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2 .  3 .  4  付 着 細 胞 の 洗 浄 に よ る 除 去  

F i g .  2 .  4 に ステ ンレ ス鋼 表 面か らの V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の

除 去 に お よ ぼ す 洗 浄 液 p H の 影 響 に つ い て 示 す 。 V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s の初 期付 着 量 は 2 . 9  m g  d r y  c e l l s / m 2 であ っ

た。p H 2 から 8 で は菌 体の 除 去率 は 5 %以下 に 留ま った が、p H

を 1 0 以 上 にす る と菌 体の 除 去率 は著 しく 上 昇し 、 p H 1 3 で 除

去率は 8 7％に 到 達し た。 p H 1 で は 2 5％ の 菌体 が 除去 され た

が、低 p H で の 洗浄 効果 は アル カリ 性で の 洗浄 効果 より も 低

かっ た。 こ れら の結 果 は V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 菌 体の 除去 が

O H -の 作用 に より 起こ るこ と を意 味し てい る。F i g .  2 .  4 で 示 さ

れた 洗浄 液 p H と除 去率 の 関係 はタ ンパ ク 質や セラ ミッ ク ス

に吸 着し た タン パク 質や 酸 性多 糖類 また は P s e u d o m o n a s 屬菌

の回 分洗 浄 での 脱着 挙動 に よく 似て いた 6 0 - 6 2 )。一般 的に 、高

 

F i g .  2 .  4   E f f e c t  o f  p H  o f  c l e a n i n g  s o l u t i o n s  o n  t h e  r e m o v a l  

o f  V.  p a r a h a e m o l y t i c u s  c e l l s  f r o m  s t a i n l e s s  s t e e l  

s u r f a c e s .  C l e a n i n g  w a s  c o n d u c t e d  w i t h  r e c i p r o c a l  

s h a k i n g  ( 1 2 0  o s c i l l a t i o n s  p e r  m i n )  i n  a  b a t c h w i s e  

m a n n e r  a t  4 0  º C  f o r  2 h .   T h e  p H  o f  t h e  c l e a n i n g  

s o l u t i o n s  w a s  a d j u s t e d  w i t h  H N O 3  o r  N a O H .  
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濃度 の O H -イ オ ンは 表面 官 能基 の脱 プロ ト ン化 をも たら す た

め 、 タ ン パ ク 質 や 菌 体 の 水 中 へ の 溶 解 と 分 散 を 促 進 す る 。

p z c a p p  ( 6 . 1 )より ア ルカ リ性 領 域に おい て 、 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s

の 酸 性 の 表 面 官 能 基 が 脱 プ ロ ト ン 化 さ れ て い る 割 合 は 塩 基 性

の表 面官 能 基が プロ トン 化 され てい る割 合 より も高 い ( F i g .  2 .  

1 )。 L i u と F a n g は水 素生 成 汚泥 や硫 酸還 元 能力 のあ るバ イ オ

フィ ルム か ら抽 出し た E P S の 官 能基 の p K a を調 べ、 カル ボ キ

シル 基の p K a が 4 . 4 から 4 . 8 に 、カ ルボ キシ ル 基ま たは リン 酸

基の p K a が 6 . 0 に 、リ ン 酸 基の p K a が 7 . 0 から 7 . 4 に、チ オ ー

ル基の p K a が 8 . 2 にア ミン 基 あ るい はフ ェ ノー ル基の p K a が

9 . 4 か ら 9 . 8 に 、 水酸 基の p K a が 11 . 0 であ る こと を報 告し て

いる 6 3 )。こ のデ ータ によ れ ば、 E P S の塩基 性 官能 基の 脱プ ロ

トン 化は 8 より 高い p H で 進行 する と考 え られ る。 洗浄 液 中

の O H -の 濃 度 が 増 加 し 、 p H が ス テ ン レ ス 鋼 微 粒 子 の p z c a p p  

( 6 . 1 )  よ り高 くな ると V.  p a r a h a e m o l y t i c u s 表面 とス テン レス

鋼 表 面 の 両 方 が 負 電 荷 を 帯 び る よ う に な り 、 こ れ に よ り 両 者

の間 に静 電 的斥 力が 生じ る 。こ れ らに より p H 1 0 以 上で N a O H

水溶 液中 へ の菌 体の 除去 が 進行 する と考 え られ る 。  

 

第 2 .  4 節  結 言  

 本 章 では 、 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s 表面 と ステ ン レ ス鋼 微 粒子

の 表 面 電 荷 特 性 を 電 位 差 滴 定 に よ り 明 ら か に し た 。 ま た 、 V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s が ス テ ン レ ス 鋼 表 面 に 不 可 逆 吸 着 し て い る

こと 、V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の零 電 化 点 ( 6 . 1 )付 近の p H で Γ が最

大に なる こ と、O H -濃度 に依 存 し て脱 着が 促 進さ れる こと を 明

らか にし た 。  
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第 3 章  固 体 表 面 に 付 着 お よ び 未 付 着 の V.  p a r a h a e m o l y t i c u s

に お よ ぼ す 次 亜 塩 素 酸 ナ ト リ ウ ム ( N a C l O )の 殺 菌 効 果 の 動 力

学 的 解 析   

 

第 3 .  1 節  諸 言  

 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は 代 表的 な 海洋 性 の 食 中 毒 細菌 の 一つ

で 、 海 水 中 や 魚 介 類 表 面 に 存 在 す る 。 こ の 菌 由 来 の 食 中 毒 は

主 と し て 病 原 菌 を 含 ん だ 魚 介 類 を 生 あ る い は 加 熱 が 不 十 分 な

状態 で食 べ るこ と で 発症 する 6 4 )。魚 介 類の 表面 に 存在 する V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s は、まな 板 や食 品 製造 装置 の 表面 と接 触す る

と こ れ ら の 表 面 に 付 着 し 、 交 差 汚 染 を 引 き 起 こ す 原 因 と な る

2 3 ) 。 食 中 毒 の 蔓 延 を 防 ぐ た め に は 固 体 表 面 に 付 着 し た V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s を効 率的 に 殺菌 する こと が 重要 とな る 。  

 食 品 産 業 で は 、 1 0 0 年 以 上 に わ た っ て 次 亜 塩 素 酸 ナ ト リ ウ

ム ( N a C l O )が 殺菌 剤と して 使 用さ れて きた 。こ れは 、N a C l O が

広 い 抗 菌 ス ペ ク ト ル を 持 ち 速 や か に 殺 菌 効 果 を 発 揮 す る な ど

殺菌 剤に 求 めら れる 多く の 要件 を満 たす た めで あ る 7 )。 しか

し、N a C l O の 殺菌 効果 は細 菌 が 固 体表 面に 付 着し てい る場 合、

大 き く 減 少 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 2 5 ) 。 L e c h e v a l l i e r ら

( 1 9 8 8 )は 様 々 な 固 体 表 面 に 形 成 さ れ た バ イ オ フ ィ ル ム 中 の 細

菌は 未付 着 の場 合よ りも N a C l O  ( p H 7 )に 対 して 1 5 0 か ら 3 , 0 0 0

倍の 耐性 を 示す こと を報 告 して いる 2 5 )。こ れ は 、 H C l O また

は C l O -の バイ オ フィ ルム 内 部 へ の浸 透性 が 殺菌 効果 を律 速 し

て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 固 体 表 面 に 付 着 し た 細 菌 に 対 す

る N a C l O の 本 質 的 な 殺 菌 効 果 を 明 ら か に す る た め に は 、

N a C l O の 浸 透が 制限 要素 と なら ない 撹拌 条 件 下 で N a C l O の 殺

菌効 果を 明 らか にす る必 要 があ る。  
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1 章で 、固 体 表面 に付 着し た 菌体 の生 菌数 の 変化 を g ( t )曲 線

の遅 れか ら 算出 する 検量 線 (式 1 .  3 )を導 出し た。本 章で は、担

体 と し て 水 溶 液 中 へ の 溶 出 物 質 が ほ と ん ど な い ポ リ エ チ レ ン

テ レ フ タ レ フ タ レ ー ト ( P E T ) 樹 脂 を 、 微 生 物 と し て V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s を使 用し て 、撹 拌 条件 下に お ける 付着 菌と 未

付着 菌に 対 す る N a C l O の殺 菌 効 果を 明ら か にす るこ とを 目 的

とし た。  

  

第 3 .  2 節  実 験 方 法  

3 .  2 .  1 菌 株 お よ び 培 養 条 件 お よ び 試 薬  

V.  p a r a h a e m o l y t i c u s  N B R C  1 2 7 11 を 使 用 し た 。 V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s は 5 0  m l の T S B s で培 養し た 。培 養条 件と 、

菌懸 濁液  ( O D 6 6 0  =  2 . 0 )  の調 製 は ( 1 .  2 .  3 )と 同様 に して 行っ た 。 

N a C l O 溶 液 (有 効 塩 素 濃 度 > 5 % )は 関 東 化 学 (株 )よ り 購 入 し

た。 他の 試 薬は 特級 のも の を使 用し た。  

 

3 .  2 .  2 付 着 菌 お よ び 未 付 着 菌 の 殺 菌  

 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s 付着 P E T 試 験片 の作 成 は ( 1 .  2 .  3 )  同 様

にし て 行 っ た 。未付 着菌 の 場合 、ま ず 5 0  μ l の菌 懸濁 液 ( O D 6 6 0  

=  2 . 0 )を 5 0  m l の 0 . 1  M リ ン 酸 緩衝 液 生 理 食塩 水 ( P B S ;  p H 5 . 6

～ 9 . 4 )に加 え 、そ こから 5  m l を 取 り出し 1 3  m l 容積 (直径 1 6 . 5  

m m )の 試 験管 に移 した 。付 着菌 の 場 合は 、前 述の 試 験 管に 5  m l

の 0 . 1  M  P B S を 入れ 、そ の 中に 1 枚の 菌付 着 P E T 試験 片を 加

えた 。こ れ らの 試験 管に 有 効遊 離塩 素濃 度 ( FA C )  1 0 0  m g / l の

N a C l O 水 溶液 を 最終 濃度 0 . 1～ 1  m g / l にな る よう に添 加し 、直

ちに 1 0 秒間 ボ ル テッ クス し 、 1 0 秒後 、 速 や かに 同容 量 の 8  

m M チ オ 硫酸 ナ トリ ウム ( N a 2 S 2 O 3 )水 溶液 を 添加 し 直ち に撹 拌
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した 。殺 菌 後 、 8 0  μ l の菌 液 また は P E T 試 験片 を 取り 出し 、 5  

m l の T S B s 培地 に いれ 、微 生 物熱 量計 中で 培 養し た。  

 N a C l O の 濃 度 ( C )と 作 用 時 間 ( t )の 積 ( C ･ t )に 対 し て 生 菌 率 の

常 用 対 数 値 を プ ロ ッ ト し て 殺 菌 曲 線 を 得 た 。 殺 菌 曲 線 の 解 析

には 次式 の C h i c k - Wa t s o n 式 を用 い 、一 次殺 菌 速度 定数 を算 出

した 6 5 ) ,  6 6 ) :  

l o g ( N / N 0 ) = - k C t    ( 3 . 1 )  

ここ で 、N / N 0 は 時 間 t にお ける 生 残 率を 、C は FA C 濃度 ( m g / l )

を、 k は 一次 の 殺 菌速 度定 数 を意 味す る。  

 

第 3 .  3 節  結 果 お よ び 考 察  

3 .  3 .  1 付 着 菌 お よ び 未 付 着 菌 の 殺 菌  

 付 着菌 お よび 未付 着菌 の p H を 調整 し た N a C l O に対 する 感

受性 を比 較 する ため の実 験 をデ ザイ ンし た 。F i g .  3 .  1 に p H 8 . 3

にお いて 、 0 . 2～ 0 . 8  m g  FA C / l の N a C l O 水溶 液 で 1 0 秒間 殺菌

した 時の 未 付着 菌 ( A )お よび 付着 菌 ( B )の g ( t )曲 線 を示 す ( C t  =  

2～ 8  m g･ s / l )。付 着・未 付着 に 因 らず g ( t )曲 線の 形 状は 変化 せ

ず、検出 時 間の み 遅れ たこ と から 、H C l O / C l O -が 殺菌 的作 用を

示す こと が 確認 され た 。未 付着 菌 の 場合 、C t に 依存 した t α の

大幅 な延 長 が確 認さ れた 。未 処 理の 場合 と 比べ て C T  8  m g ･ s / l  

で殺 菌処 理 を 行 うと t α は およ そ 8 時 間延 長 した （ 3 . 6 桁 の 減

少に 相当 ）。 付 着 菌の 場合 、 同じ C t  8  m g ･ s / l  で の 殺菌 処理 で

は t α は お よそ 1 . 4 時間（ 0 . 7 桁 の 減少 ）の 延 長に 留ま った 。殺

菌 処 理 の 間 に 付 着 菌 が 脱 着 し な い こ と が S E M 観 察 に よ り 確

認さ れた 。以 上 のこ とか ら 付着 により N a C l O に 対し て抵 抗 性

にな って い る こ とが わか る 。  

  N a C l O 水 溶 液 の 殺 菌効 果 は 非 解離 型の 次 亜塩 素酸 ( H C l O )の

濃度 に依 存 する こと が知 ら れて いる 。そこ で 、他 の p H ( 5 . 6 ,  7 . 4 ,  
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9 . 4 )に おけ る 付着 菌お よび 未 付着 菌に 対す る N a C l O の 殺 菌効

果を 調べ た 。 F i g .  3 .  2 に C t 値 と 相対 生残 率 の対 数値 ( l o g ( N /  

N 0 ) )と の 関係 を示 す。実験 に先 立 ち 、同 様の 殺菌 試 験 後の 菌液

中 の生 菌 数 を 平 板 寒天 法 で 調 べ た とこ ろ 、 t α の 延 長よ り 算 出

され た生 菌 数と 良く 一致 し た。 p H 5 . 9 か ら 9 . 4 の 範囲 にお い

て 、 未 付 着 菌 お よ び 付 着 菌 の 殺 菌 曲 線 は 見 掛 け 上 一 次 殺 菌 反

応で 表さ れ るこ とが わか っ た 。 F i g .  3 .  2  中 の実 線 は 式 3 .  1 を

線 形 回 帰 分 析 に よ り 適 合 さ せ た 結 果 得 ら れ た 直 線 を 示 す 。 す

 

F i g .  3 .  1   Ty p i c a l  g ( t )  c u r v e s  o b t a i n e d  f o r  g r o w t h  c u l t u r e s  o f  

u n a t t a c h e d  c e l l s  ( A )  a n d  a t t a c h e d  c e l l s  ( B )  w h e n  

t r e a t e d  w i t h  N a C l O  s o l u t i o n s  o f  p H  8 . 3  f o r  1 0 s .  

I n a c t i v a t i o n  e x p e r i m e n t s  w e r e  c o n d u c t e d  a t  2 5 ° C  

a n d  i n i t i a l  FA C  c o n c e n t r a t i o n s  o f  0 . 2  t o  0 . 8  m g / l .  

S y m b o l s  ( C t ,  m g・ s / l ) :  〇 ,  0 ;  ● ,  2 ;  △ ,  4 ;  ▲ ,  8 .  
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べ て の 殺 菌 曲 線 に お い て 、 殺 菌 ま で の 誘 導 期 は 存 在 し な い こ

と か ら 、 撹 拌 条 件 で は H C l O / C l O -の 拡 散 が 殺 菌 の 制 限 因 子 で

は な い こ と が わ か る 。 p H  5 . 6 に お い て C t  2 . 5  m g ･ s / l の

N a C l O に よ る殺 菌処 理に よ り 未 付着 菌の 生 菌数 はお よ そ 3 桁

減少 した の に対 して 、付 着 菌の 生 菌数 は同 じ 処理 によ っ て 0 . 4

桁 の 減 少 に 留 ま っ た 。 こ れ ら の デ ー タ か ら も 付 着 菌 の 方 が 未

付着 菌よ りも N a C l O 感受 性 が低 いこ とが 明 確に 示さ れた 。  

 

F i g .  3 .  2   I n a c t i v a t i o n  o f  V.  p a r a h a e m o l y t i c u s  u n a t t a c h e d  ( B )  

a n d  a t t a c h e d  ( A )  t o  P E T  p l a t e  b y  t h e  p H - c o n t r o l l e d  

N a C l O  s o l u t i o n s  a s  a  f u n c t i o n  o f  C t  v a l u e s .   

I n a c t i v a t i o n  c o n d i t i o n s  s e e  l e g e n d  o f  F i g .  4 .   

S y m b o l s :  ○ ,  p H  5 . 6 ;  ▲ ,  p H  7 . 4 ;  ◇ ,  p H  8 . 3 ;  ■ ,  p H  

9 . 4 .  
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 付 着 菌 ( k u n a t c h )お よ び 付 着 菌 ( k a t c h )の 殺 菌 速 度 定 数 を Ta b l e  

3 . 1 に 示 す。 p H 5 . 6～ 9 . 4 の 範 囲に おい て k u n a t c h は k a t c h の 5～ 7

倍高 かっ た 。 S E M 像（ F i g .  1 .  4）から V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の

周り には 明 確な E P S の存在 は 確認 でき ない 。こ の こと から 付

着菌 に対 し ても N a C l O は直 接作 用し たと 考 えら れ る が、k u n a t c h

は k a t c h と 比べ る と 低 かっ た であ った 。付着 によ り菌 体の 見 掛

けの 表面 積 は約 半分 にな る。こ れは 付着 に より N a C l O に 対す

る耐 性が 変 化し なく ても 、 P E T 表面 への 付 着に より 菌の 付 着

が H C l O あ るい は C l O -の 作用 を およ そ半 分 程度 低減 させ る こ

とを 意味 す る。 k u n a t c h と k a t c h の差は 2 倍 以上 であ るた め 、 詳

細は 不明 で ある が P E T 表 面 への 2 時 間の 付 着の 間 に H C l O あ

るいは C l O -に 対 する 抵抗 性 を獲 得し たこ と がわ かる 。  

 

 

第 3 .  4 章  結 言  

 P E T 表 面 に 付 着 ･未 付 着 の V.  p a r a h a e m o l y t i c u s に 対 す る

N a C l O の 殺 菌効 果 を N a C l O の拡 散の 影響 の ない 撹拌 条件 に お

いて 調べ た。付 着菌 およ び 未付 着菌 に対 する N a C l O の殺 菌 効

果は p H 依存 性 を示 し、 未 付着 菌 に 対す る 殺菌 速度 は付 着 菌
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に対 する 殺 菌速 度 の 5～ 7 倍 で あ り、付 着 菌の 方が 未付 着菌 よ

りも N a C l O 感 受 性が 低か っ た。  
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第 4 章  固 体 表 面 に 未 付 着 の V.  p a r a h a e m o l y t i c u s お よ び 他 の

細 菌 お よ ぼ す N a C l O 2 の 殺 菌 効 果 の 動 力 学 的 解 析  

 

第 4 .  1 節  諸 言  

 こ こ ま で 、 次亜塩素酸ナトリウム ( N a C l O )が様々な産業で殺

菌と洗浄に利用されていることを説明してきた。N a C l O は優れ

た特性を持つ反面、有機物が多量に存在する場合殺菌効果が減

少する 1 )、継続的な使用は、しばしば金属材料の腐食の原因と

なる 1 4 )などの問題点も指摘されている。従って、食品製造環境

の衛生管理技術を向上させるためには N aC l O の弱点を補う温

和な殺菌剤も必要となる。  

亜塩素酸ナトリウム ( N aC l O 2 )は有機物との反応性が低く、有

機 物 存 在 下 で も 殺 菌 効 果 が 持 続 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 塩

素系酸化剤である 1 6 ) ,  2 0 )。 N aC l O 2 の殺菌効果は水溶液の p H に

依存することが報告されている 1 9 )。N aC l O 2 水溶液の p H を食品

添加物に指定されている酸（クエン酸、リン酸など）を用いて

酸性に調整した酸性化亜塩素酸 ( A S C )が高い殺菌効果を示すこ

とも示されている 2 1 ,  6 7 )。 N aC l O 2 水溶液の p H を酸性にすると

亜塩素酸イオン ( C l O 2
- )のプロトン化により亜塩素酸 ( H C l O 2 )が

生じる。 H C l O 2 は p K a が 1 . 8 6 の酸で、 H C l O 2 と C l O 2
-との間に

次式のような平衡関係が成立する 1 8 )。  

H C l O 2  ⇌  H +  +  C l O 2
-   ( 4 . 1 )  

A S C 水溶液中では H C l O 2 が主たる殺菌因子と考えられている。

A S C は食品の種類に応じて p H 2 . 5 から 3 . 2、濃度 5 0  から 1 , 2 0 0  

m g/ l の範囲のものが使用される 2 1 )。この様な酸性条件下では

H C l O 2 は準安定状態であるため、二酸化塩素 ( C l O 2 )への急速な

変換が生じる。C l O 2  は揮発性が高く、大気中に発散して消失す

る。A S C は高い殺菌効果を持つ反面、保存が難しいため使用ご
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とに調製する必要がある。それゆえ、弱酸性 p H 領域で C l O 2 の

生成がなく殺菌効果を示す方が望ましい。  

そこで本章では、 1 )  V .  p a r a h a e m o l y t i c u s をモデル微生物とし

て、未付着菌に対する弱酸性 p H 領域での N a C l O 2 の殺菌速度に

及ぼす p H と温度の影響を明らかにすること、2 )  中性付近の p H

値 ( 6 . 5 )に お い て 、 V .  p a r a h a e m o l y t i cu s 以 外 の 細 菌 に 対 し て も

N aC l O 2 が有効な 殺菌効果を持つことを明らかにすること を目

的とした。実験は p H 4 . 0 から 6 . 5 に調整した 0 . 1  M  リン酸緩 衝

液 生理食塩水 ( P B S )中で行った。本章では V .  p a r a h a e m o l y t i cu s の

見かけの一次殺菌速度定数が p H の減少にともない指数関数的

に増加すること、一次殺菌速度定数が A r r h e n i u s 型の温度依存

性を示すこと、 H C l O 2 が主たる殺菌因子であることを示すとと

もに、中性付近の p H 6 . 5 の N a C l O 2 水溶液でも海洋性細菌であ

る P s e u d o m o n a s  f l u o r e s c e n s や抗菌性試験における指標菌である

S t a p h y l o c o c cu s  a u r e u s と E s c h er i c h i a  c o l i に対して有意な殺菌効

果を持つことを示す。  

 

第 4 .  2 節  実 験 方 法  

4 .  2 .  1  菌 株 お よ び 試 薬  

 V .  p a r a h a e m o l y t i c u s の培養と菌懸濁液 ( O D 6 6 0 = 2 . 0 )  の調製は

( 1 .  2 .  3 )および ( 3 .  2 .  1 )  と同様の方法で行った。 P .  f l u o r e s c e n s  

N B R C  1 4 1 6 0 と S .  a u r eu s  N B R C  1 2 7 3 2 および E .  c o l i  N B R C 3 9 7 2

は 5 0  m l の T S B で培養後、 V .  p a r a h a e m o l y t i cu s と同様の方法で

菌 懸 濁 液 ( O D 6 6 0 = 2 . 0 )  を 調 製 し た 。 N a C l O 2 ( F W:  9 0 . 4 4 ； 純 度

> 7 9 % )は 関東 化 学 (株 )よ り 購入 した 。他 の試 薬 は特 級 のも のを

用い た。  

 

4 .  2 .  2  N a C l O 2 水 溶 液 の 調 製  
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 1 3 g の N a C l O 2 を 2 0 0  m l の超 純 水 に 溶解 し 、 孔 経 0 . 2  μ m の

フィ ルタ ー （ア ドバ ンテ ッ ク (株 )）で 濾過 し た。 N a C l O 2 の 濃

度は ヨウ 素 滴定 法 で 測定 し た 。N a C l O 2 水溶 液 か ら 1 0 0  μ l 分取

し、 脱イ オ ン水 で 3 0  m l に メ ス アッ プし た 。こ れを 5 0  m l ガ

ラス ビー カ ーに 移し た後 、 1 . 7  M 硫酸 水溶 液を 3 . 5  m l、 2 0 %ヨ

ウ化 カリ ウ ム水 溶液を 4  m l 添加 後、 0 . 1  M チ オ硫 酸ナ トリ ウ

ム ( N a 2 S 2 O 3 )水 溶 液で 滴定 し た ( C O M - 1 6 0 0 ,平 沼産 業 (株 ) )。この

水溶 液の N a C l O 2 濃度は 5 6 3  m M  ( 5 0 , 9 0 0  m g / l )で あ った 。  

 

4 .  2 .  3   N a C l O 2 水 溶 液 に よ る V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 殺 菌  

 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の殺 菌は 以 下の 方法 で 行っ た。 p H 4 . 0～

6 . 5 に 調整 した 5 0  m l の 0 . 1  M  P B S を 5 0  m l ガ ラ スビ ーカ ーに

入れ 、恒 温 水槽 内 ( 5～ 4 0℃ )に設 置し たマ グ ネチ ック スタ ー ラ

ー上 に置 き 、 4 0 0  r p m で 撹拌 し た 。菌 懸濁 液 から 5 0 0  μ l を分

取し 、 5 0  m l の P B S に 添加 し た。菌体 が十 分 撹拌 され た後 に、

5 0 0  μ l の サ ンプ ルを とり 、 0 . 1  M の N a 2 S 2 O 3 を含 有 した 4 . 5  m l

の P B S  ( p H  8 . 3 )に 移し た。 その 後 、 最終 濃度 1 . 1  m M  ( p H  4 . 0 )、

2 . 2  m M  ( p H  4 . 5 )、 5 . 5 7  m M  ( p H  5 . 2 )、 2 2  m M  ( p H  5 . 6 または 6 . 5 )

にな るよ うに 5 6 3  m M  N a C l O 2 水 溶 液を 添加 し 、殺 菌を スタ ー

トさ せた 。 殺菌 処理 の間 に 経時 的 に 5 0 0  μ l ず つ サン プリ ン グ

し、 4 . 5 m l の 0 . 1  M  P B S 水 溶 液 ( p H  8 . 3 ,  0 . 1  M  N a 2 S 2 O 3 )に 移 し、

殺菌 を終 了 させ た。 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 生 菌数 ( N )の 変化 は

式 1 .  2 を利 用 し て g ( t )曲 線の 検出 の遅 れか ら 算出 した 。そ れ

ぞれ の条 件 で殺 菌実 験を 2～ 4 回 行っ た。  

 殺 菌曲 線 の解 析に は 、 生 残率 の減 少が N a C l O 2 濃度 ( C ;  m M )

と作 用時 間 ( t ;  m i n )の 積 ( C t )に依 存 する とす る C h i c k - Wa t s o n 式

(式 3 . 1 )を 用い た 。 こ こで k の 単 位は l / m m o l · m i n であ る。  
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4 .  2 .  4  N a C l O 2 に よ る P .  f l u o r e s c e n s ,  S . a u r e u s ,  E . c o l i の 殺 菌  

2 5℃ に設 定 した 恒温 水槽 内に 5 0  m l の p H  6 . 5  P B S を入 れた

褐 色 メ デ ィ ウ ム 瓶 を 設 置 し 、 マ グ ネ チ ッ ク ス タ ー ラ ー で 撹 拌

した ( 4 0 0  r p m )。温度が 2 5℃で 安 定し た後 、 5 0 0  μ l の菌 懸濁 液

を加 えた 。 攪拌 後 、 5 0 0  μ l の 菌 液を 分取 し 、 4 . 5  m l の 0 . 1  M  

N a 2 S 2 O 3 を 含有 す る生 理食 塩 水に 混和 した ( N 0 )。そ の後 1  m l の

5 6 3  m M  N a C l O 2 水 溶液 を添 加 し 、殺 菌を 開始 し た (最 終濃度 11  

m M )。経 時的 に 5 0 0  μ l ず つサ ン プ リン グし ( 5～ 1 5 0 分 )、 0 . 1  M  

N a 2 S 2 O 3 を含 有 し た生 理食 塩 水と 混和 し 殺 菌 を終 了さ せた 。こ

こから 5 0  μ l を分 取し 5  m l の T S B 培地 に植 菌 後 、 微生 物熱 量

計 中 で 培 養 し 、 g ( t )曲 線 を 得 た 。 g ( t )曲 線 の 遅 延 時 間 ( t α )か ら

殺菌 曲線 を 導出 し、 式 3 . 1 を適 合さ せる こ とに より 見掛 け の

一次 殺菌 速 度定 数 ( k )を 算出 し た 。  

 

4 .  2 .  5 C l O 2 の 生 成  

殺 菌 実 験 中 の C l O 2 の 生 成 を 分 光 光 度 計 (島 津 製 作 所 U V -

3 1 0 0 P C )で 測 定し た 。 分光 光 度計 の石 英セ ル  (光 路長 1 0  m m )

に 3 . 5  m l の 0 . 1  M  P B S  ( p H  4 . 5～ 6 . 5 )と スタ ー ラー バー を入 れ

撹拌 した 。次に 3 5  μ l の菌 液 ( O D 6 6 0 = 2 . 0 )を入 れ 十分 撹拌 した 。

その 後、 5 6 3  m M  N a C l O 2 を 殺 菌実 験と 濃度 が 等し くな るよ う

に添 加し 、 2 6 0  n m ( H C l O 2 / C l O 2
- )と 3 6 0  n m ( C l O 2 )の吸 光度 変 化

を 1 2 . 5 秒間 隔で 5 分間 測定 し た。  

                                              

第 4 .  3 節  結 果  

4 .  3 .  1   V .  p a r a h a e m o l y t i c u s の 殺 菌 に 及 ぼ す p H の影 響  

 F i g .  4 .  1 に p H  4 . 0～ 6 . 5 にお け る V .  p a r a h a e m o l y t i c u s の 殺

菌 曲 線 ( C t 値 に 対 し て 生 菌 率 の 対 数 減 少 ( l o g ( N / N 0 ) )を プ ロ ッ

ト )を示 す ( 2 5℃ )。p H  4 . 0～ 5 . 6 に おけ る殺 菌 試験 で得 られ た 殺
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菌 曲 線 に は 約 3 0 秒 間 の 短 い 誘 導 期 の 後 に 直 線 的 に 減 少 す る

領域 が存 在 した 。直 線部 分 に対 して式 3 . 1 を 適 合さ せる こ と

により k 値 を 算 出し た。 p H  6 . 5 で殺 菌を 行 った 場合 、 誘 導 期

はな く生 残 率は 緩や かに 低 下し た。全 ての p H に おい て、生菌

数は 初発 の 生菌 数に 比べ て 4 桁 以上 減少 し た。p H が減 少 する

と殺 菌速 度 が急 激に 上昇 し た。 k 値 と 生菌 数の 3 桁 の減 少に

必要 な最 小 C t 値 を Ta b l e  4 . 1 に示 した 。 k 値は 明ら かに 溶液

の p H 値 に 依存 し てい た 。p H  6 . 5 で は k 値は 0 . 1 0 7  l / m m o l ･m i n

と非 常に 低 い値 であ った が 、 p H 4 . 0 で は 3 . 5 4  l / m m o l ･m i n と

p H 6 . 5 の k 値の 3 3 倍に 上昇 し てい た。生 菌 数を 3 桁減 少さ せ

る た め の 最 小 の C t 値 4 4 . 1  m m o l · m i n / l  ( p H  6 . 5 ) か ら 1 . 2 9  

m m o l · m i n / l  ( p H  4 . 0 )へと p H の減 少に とも な い急 激に 減少 し

F i g .  4 .  1   E f f e c t  o f  p H  o n  t h e  i n a c t i v a t i o n  o f  V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s  i n  N a C l O 2  s o l u t i o n s  o f  v a r i o u s  p H  a t  2 5 ° C .   

T h e  r e s u l t s  w e r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  a  s e t  o f  t w o  t o  f o u r  

i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .   S y m b o l s :  ( A )  ○ ,  p H  4 . 0 ;  ● ,  p H  4 . 5 ;  

( B )  △ ,  p H  5 . 2 ;  ▲ ,  p H  5 . 6 ;  ( C )  □ ,  p H  6 . 5 .  
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た 。 Ta b l e  4 . 1 の デ ー タ は 弱 酸 性 の N a C l O 2 水 溶 液 が 中 性 の

N a C l O 2 水 溶 液 よ り も 殺 菌 効 果 が 高 い と い う 点 で 従 来 の 知 見

と一 致す る 。  

 F i g .  4 .  2 に N a C l O 2 水 溶液 の p H と k 値 の関 係 を 示す 。p H の

減少 にと も ない k 値 は指 数 関数 的 に増 加す る こと がわ かる 。

p H  と k 値 と の関 係 を 次式 に 示す （ F i g . 4 .  2  中 の 実 線） :  

k  =  6 8 6  ×  e x p ( - 1 . 3 9 · p H )     ( R 2 = 0 . 9 6 6 )     ( 4 .  1 )   

 

F i g .  4 .  2   T h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  s o l u t i o n  p H  a n d  t h e  k  

v a l u e s  a t  2 5 ° C .  
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式 4 .  1 から p H が 1 減少 す ると k 値 がお よそ 4 倍 にな るこ と

がわ かる 。  

 

4 .  3 .  2  温 度 の 影 響  

 F i g .  4 . 3 に p H  5 . 6 にお け る 2 1 . 7  m M の N a C l O 2 水溶 液の 殺

菌 効 果 に お よ ぼ す 温 度 の 影 響 を 調 べ た 結 果 を 示 す 。 各 殺 菌 曲

線 に は 誘 導 期 の 後 、 生 菌 率 が 直 線 的 に 減 少 す る 領 域 が 存 在 し

た。 殺菌 温 度を 5℃か ら 3 5℃ に上 昇さ せる と 、温 度の 上昇 に

と も な う 誘 導 期 の 減 少 と 殺 菌 速 度 の 上 昇 が 確 認 さ れ た 。 直 線

領域 の傾 き から k 値 を算 出し た 。 算出 され た k 値 と生 菌数 の

3 桁 の 減少 に必 要 な最 小 C t 値 を Ta b l e  4 . 2 に 示し た。 殺菌 温

度が 5℃から 4 0℃に 上昇 す ると k 値は 8 . 3 倍 増加 し、 C t 値 は

1 / 7 . 6 に 減少 した 。こ れら の 結果 から N a C l O 2 水 溶 液の 温度 が

殺菌 効果 の 促進 に重 要な 因 子で ある こと が 明ら かと なっ た 。  

殺菌 温度 と k 値 の関 係を 次 式に 示す A r r h e n i u s 式に 基づ い

て再 プロ ッ トし た結 果を F i g .  4 .  4 に示 す :  

l n k  =  － E a  / R T  +  l n A   ( 4 . 2 )   

  

F i g .  4 .  3   E f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e  o n  t h e  i n a c t i v a t i o n  o f  V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s  i n  N a C l O 2  s o l u t i o n  a t  p H  5 . 6 .   

I n i t i a l  N a C l O 2  c o n c e n t r a t i o n  w a s  2 1 . 7  m M .   

S y m b o l s :  ○ ,  5 ° C ;  ● , 1 5 ° C ;  △ ,  2 5 ° C ;  ▲ ,  3 5 ° C .  
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こ こ で  E a  は 見 か け の 活 性 化 エ ネ ル ギ ー ( J / m o l )、 R  は 気 体 定

数 ( 8 . 3 1 4  J / K · m o l ) 、 T  は 殺 菌 温 度 ( K ) 、 A  は 頻 度 因 子

( l / m m o l · m i n )であ る。 l n k  と 1 0 3 / T の間 に直 線 関係 があ り、 こ

 

 

 

F i g .  4 .  4   A r r h e n i u s  p l o t  o f  t h e  k  v a l u e s .   F o r  i n a c t i v a t i o n  

c o n d i t i o n s ,  s e e  t h e  l e g e n d  o f  F i g .  4 .  3 .  
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の直 線の 傾 きか ら E a は 4 3 . 5  k J / m o l  と 算 出さ れた 。これ は 5℃

から 4 0℃ の温 度 範囲 にお い て、殺 菌温 度の 1 0℃ の 上昇 にと も

ない 殺菌 速 度が およそ 1 . 8 倍に 増 加す るこ と を意 味す る。  

  

4 .  3 .  3  C l O 2 生 成 の 計 測  

F i g .  4 .  5 に p H 4 . 0、2 5℃ での 殺菌 過 程に おい て C l O 2 ( A b s . 3 6 0 )

と H C l O 2 / C l O 2
-の 消 長 を 分 光 光 度 計 で モ ニ タ リ ン グ し た 結 果

を示 す。 5 分間 の 殺菌 過程 に おい てわ ずか に A b s . 3 6 0 が減少 し

たが A b s . 2 6 0 に変 化は 見ら れ なか った 。同様 の 結果 は p H 4 . 5 か

ら 6 . 5 で の殺 菌 過程 でも 確 認さ れた 。こ れ らの 結果 から 、 殺

菌過 程に お いて C l O 2 が 生成 し て いな いこ と が確 認さ れた 。  

 

4 .  3 .  4   N a C l O 2 の P .  f l u o r e s c e n s ,  S .  a u r e u s ,  E . c o l i に 対 す る

殺 菌 効 果  

 

F i g .  4 .  5   T h e  t i m e  c o u r s e  o f  c o n c e n t r a t i o n s  o f  C l O 2  

( A b s . 3 6 0 )  a n d  H C l O 2 / C l O 2
-  ( A b s . 2 6 0 )  u n d e r  t h e  

i n a c t i v a t i o n  c o n d i t i o n s .  E x p e r i m e n t  w a s  c o n d u c t e d  

a t  p H 4 . 0  a n d  2 5 ° C .  S y m b o l s :  ○ ,  C l O 2  ( A b s . 3 6 0 ) ;  

△ ,  H C l O 2 / C l O 2
-  ( A b s . 2 6 0 ) .  
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 g ( t )曲 線か ら 得 られ た 各 菌 の 接 種生 菌数 ( N ’ 0 )と t α の関 係を

次式 に示 す 。  

P.  f l u o re s c e n s ;  l o g ( N ’ 0 )  =  9 . 9 2  –  0 . 3 5  t α   ( 4 .  3 )  

E .  c o l i       ;  l o g ( N ’ 0 )  =  8 . 8 1  –  0 . 4 6  t α   ( 4 .  4 )  

S .  a u re u s     ;  l o g ( N ’ 0 )  =  7 . 0 1  –  0 . 1 8  t α   ( 4 .  5 )  

 p H 6 . 5 に おい て N a C l O 2 水 溶液 で 殺菌 する と (最 終 濃度 11 m M

の )、処 理時 間 の 増加 に と も ない t α は顕 著に 延 長 し た。得 ら れ

た t α を前 述 の式 に代 入し 、 殺菌 曲線 を導 出 した  ( F i g .  4 .  6 )。

用い た 3 種 類 の 全て の菌 の 生菌 数 の 減少 が C t 値 の増 加に 対

して 直線 的 に減 少す るこ と が確 認さ れた 。 また 生菌 数が 3 桁

以上 減少 し たこ とか らも 、p H 6 . 5 にお いて N a C l O 2 が有 意 な 殺

菌効 果を 持 つこ とが 示さ れ た。 F i g .  4 .  2 に 式 3 .  1 を適 合さ せ

て 算 出 し て 得 ら れ た k 値 は 4 . 8 0 × 1 0 - 3  l  / m m o l ･ m i n  ( P.  

f l u o re s c e n s ) 、 4 . 1 8 × 1 0 - 3  l  / m m o l ･ m i n  ( E .  c o l i ) 、 3 . 3 8 × 1 0 - 3  l  

m m o l ･m i n  ( S .  a u re u s )で あ った ( Ta b l e  4 .  3 )。ま た、 3 桁の 生菌

数の 減少 に 必要 な C t 値 は 6 2 6  m m o l ･m i n / l  ( P.  f l u o re s c e n s )、

 

F i g .  4 .  6   E f f e c t  o f  C t  o f  N a C l O 2  s o l u t i o n  a t  p H  6 . 5  o n  t h e  

i n a c t i v a t i o n  o f  P.  f l u o re s c e n s  ( ● ) ,  S .  a u re u s  ( ○ ) ,  a n d  E .  

c o l i ( ▲ ) .  
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7 2 0  m m o l ･m i n / l  ( E .  c o l i )、 8 8 6  m m o l ･m i n / l  ( S .  a u re u s )で あ った

( Ta b l e  4 .  3 )。以上 のこ とか ら 、中 性 付近の p H 値で も 比較 的高

C t 値 の場 合 N a C l O 2 が種 類の 異 な る様 々な 細 菌に 対し て有 効

な殺 菌効 果 を持 つこ とが 示 され た。  

 

第 4 .  4 節  考 察  

弱酸 性 の N a C l O 2 水溶 液 の V.  p a r a h a e m o l y t i c u s に 対 する 殺

菌効 果 が p H の 影 響を 強く 受 ける こと を確 認 した。k 値 は水 溶

液の p H 値が 低 下す るほ ど 指数 関数 的に 上 昇し た。 実験 し た

範囲 内で は 、 C l O 2 の生 成は 見ら れ なか った こ とか ら C l O 2 に

よる 殺菌 効 果 は 無視 でき る と考 えら れる 。N a C l O 2 の殺 菌効 果

が p H 依 存性 を 示す こと に つい ては 、基 本 的に 水溶 液中 で の

H C l O 2  –  C l O 2
-の 平衡 関係 か ら 説 明で きる 。H C l O 2 の p K a が 1 . 8 6

であ るこ と から 、N a C l O 2 水 溶 液中 での H C l O 2 の割 合は p H  6 . 5

の 0 . 0 0 2 3 %  ( 0 . 5 0  μ M )か ら p H  4 . 0 の 0 . 7 2 %  ( 8 . 1  μ M )に上 昇す る

と 計 算 さ れ る 。 こ れ ら の こ と か ら 、 H C l O 2 が V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s の殺 菌に お ける 活性 種で あ る こ とが わか る。

H C l O や H C l O 2 など の 電 気 的に 中性 な 非 解 離型 のオ キシ ク ロ
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ロ 化 合 物 は 形 質 膜 を 透 過 し 微 生 物 細 胞 内 に 侵 入 す る た め 、 強

い 殺 菌 効 果 を 持 つ と 考 え ら れ て い る 1 , 7 , 1 0 )  。 結 果 と し て 、

H C l O 2 は 細 胞 内 の 成 分 に 酸 化 作 用 を お よ ぼ す 結 果 、 強 い 殺 菌

効果 を示 す と考 えら れる 。  

一方 、C l O 2
-の 殺 菌効 果 も 無 視す るこ とは 出 来な い。例 えば、

p H  6 . 5 に おい て 2 1 . 7  m M の N a C l O 2 水 溶液 中 に は 0 . 5 0  μ M し

か H C l O 2 が 含ま れて いな い が、 p H  4 . 0 の 場合 より も緩 慢な 殺

菌効 果 を 示 し、 最終 的に 4 桁 以 上の 生菌 数 を減 少さ せる 。 こ

のこ とか ら 、濃度 が高 い場 合 C l O 2
-が V.  p a r a h a e m o l y t i c u s に対

して 殺菌 効 果 を 示す と考 え られ る 。こ のこ とは p H  6 . 5 に おい

て N a C l O 2 が P.  f l u o re s c e n s、 S . a u re u s、 E . c o l i に 対し ても 有意

な殺 菌 効 果 を示 すこ とか ら も明 らか であ る 。C l O 2
-は標 準 酸化

還元 電位 ( E 0 )が 0 . 7 6 V の 酸 化剤 で ある 6 8 )。電 荷 を 持つ C l O 2
-は

細 菌 の 形 質 膜 を 透 過 せ ず 、 細 胞 の 外 側 か ら の み 酸 化 作 用 を 示

す。これ まで の 研究 で、C l O 2
-が H C l O 2 より も 圧 倒的 に多 量 に

存在 する p H  7 . 2～ 8 . 0 の範 囲で N a C l O 2 が細 胞 膜の リン 脂質 よ

りも グル タ チオ ン を 酸化 す るこ とが 報告 さ れて いる 6 9 )。この

研究 では 、生体 外 で示 され た N a C l O 2 の 効果 が生 体 内で も同 様

に作 用す る こと を確 認し て いる。また、H C l O スト レス 下に あ

る 大 腸 菌 は ス ル フ ヒ ド リ ル 基 の 酸 化 に よ り 生 理 機 能 を 失 う こ

とも 報告 さ れて いる 7 0 - 7 2 )。現在 、C l O 2
-の 作用 メ カニ ズム は 不

明瞭 であ る が、高 濃度の C l O 2
-は硫 黄を 含む 膜 タン パク の酸 化

や細 胞表 面 の酸 化に より 殺 菌効 果 を 示す と 考え られ る。  

一般 的に 、酸 化を はじ めと し た化 学反 応は 温 度依 存性 を示

す 。本 研 究では k 値は A r r h e n i u s 型 の温 度依 存 性を 示し 、E a は

4 3 . 5 k J / m o l と 算 出 さ れ た 。 こ れ は 私 の 調 べ た 範 囲 に お い て

N a C l O 2 の 殺 菌に 関す る最 初 の E a 値の 報告 で ある 。 E a 値 が比

較 的 高 い こ と か ら 、 殺 菌 に は 熱 と の 併 用 が 効 果 的 で あ る こ と
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がわ かる 。水溶 液 中で の大 腸 菌の 殺菌 に関 する E a 値に つい て

C l O 2 場 合は 5 0 . 4 k J / m o l 7 3 )、オ ゾン の場 合は 3 7 k J / m o l 7 4 )と報 告

され てい る 。 ま た p H を 制 御し た N a C l O に よる P.  f l u o re s c e n s

の殺 菌に お いて 、 E a 値が 5 6 . 8 か ら 5 9 . 9  k J / m o l で ある こと も

報告 して いる 7 5 )。本 実験 の 結果 はこ れら の 文献 値と 良く 一 致

して いる 。 E a が およ そ 3 0  k J / m o l 以下 の 場合 反 応 は拡 散律 速

で あ る と 言 わ れ て い る 。 そ れ ゆ え 、 こ れ ら の オ キ シ ク ロ ロ 化

合物 の E a 値は 4 0～ 6 0  k J / m o l と 相 対的 に高 い 値で あり 律速 過

程が 化学 反 応で ある こと が わか る 7 4 )。以 上 のこ とか ら C l O 2
-

の酸 化作 用 によ る機 能の 消 失 が V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 殺菌 を

律速 して い ると 考え られ た 。  

 

第 4 .  5 節  結 言  

 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 殺 菌 過程 にお い て N a C l O 2 水溶液 の

p H の 減 少 に と も な い 殺 菌 速 度 は 指 数 関 数 的 に 上 昇 し た 。

H C l O 2 は低 濃 度 でも 殺菌 効 果を 発揮 した 。高 濃度 の C l O 2
-を含

有す る弱 酸 性 の N a C l O 2 水 溶液 に より 調べ た 4 種 類の 細菌 の

生 菌 数 は 3 桁 以 上 有 意 に 低 下 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s に対 す る N a C l O 2 殺菌 効果 は 温度 の上 昇と も

に上 昇し た 。こ れら の結 果 は、 高 C t 値 にお い て N a C l O 2 が 有

効な 殺菌 剤 とし て利 用で き るこ とを 示し た 。  
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第 5 章  固体 表 面に 付着 した V.  p a r a h a e m o l y t i c u s にお よぼ す

N a C l O 2 の 殺 菌効 果 の 動力 学 的解 析  

 

第 5 .  1 節  緒 言  

第 4 章 で 表 面 に 未 付 着 の V.  p a r a h a e m o l y t i c u s に 対 す る

N a C l O 2 の殺 菌効 果 に 対す る p H と 温度 の影 響 を動 力学 的に 解

析し、k 値 を 算出 する とと もに C l O 2 が 生成 しな い 場合 でも p H

が 低 い ほ ど 殺 菌 効 果 が 高 い こ と を 示 し た 。 固 体 表 面 に 付 着 し

た V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は、未付 着 菌と 比べ て N a C l O に対 す る

抵 抗 性 が 6～ 7 倍 上 昇 す る こ と も 明 ら か と な っ て い る （ 第 3

章）。本 章 では 、固体 表面 に 付着 した V.  p a r a h a e m o l y t i c u s に 対

し て も N a C l O 2 が 有 効 な 殺 菌 効 果 を 持 つ こ と を 明 ら か に す る

こと を目 的 とし た。  

 

第 5 .  2 節  実 験 方 法  

 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の培 養方 法 、菌 懸濁 液 ( O D 6 6 0  =  2 . 0 )の 作

成 、V.  p a r a h a e m o l y t i c u s が 付 着し た P E T 試 験片 の 調製 は  ( 1 .  2 .  

3 )と同 様に し て 行っ た。  

 殺 菌試 験 は、以 下の 方法 で 行っ た。5 0  m l 容積 の ガラ スビ ー

カーに 5 0  m l の 0 . 1  M  P B S  ( p H  4 . 0～ 6 . 5 )を入 れ 、恒 温水 槽内

( 2 5℃ )に 設置 し、マグ ネチ ッ クス ター ラー で 攪拌 した 。温 度が

2 5℃ で安 定 した 後、5 m l の P B S を 分取 し、1 5  m l の ポリ プロ ピ

レン ( P P )試験 管 に 移し 、恒 温 水槽 につ けた 。次に 最終 濃度 1 . 1

～ 2 2  m M に なる よう に N a C l O 2 溶 液を 添加 後 v o r t e x し、恒温

水槽 につ け た。こ の P P 試験 管に V.  p a r a h a e m o l y t i c u s 付着 P E T

試験 片を 穏 やか に 1 枚入 れ 、殺菌 試験 を開 始 した 。1 0～ 3 6 0 秒

間の 殺菌 試 験後 P E T 試験 片を 取 り 出し 0 . 1  M  チオ 硫酸 ナト リ

ウム を含 有 した 0 . 1  M  P B S  ( p H 8 . 3 )に 漬け 殺 菌を 終 了さ せた 。
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この P E T 試験 片 を 5  m l  の T S B s 培地 に 移 し 、微 生物 熱量 計 中

で 2 4 時 間培 養 し た 。増 殖の 遅 延時 間 ( t α )と 式 3 .  3 か ら殺 菌曲

線を 導出 し た。  

  

第 5 .  3 節  結 果  

 F i g .  5 .  1 に P E T 付着 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 殺菌 曲線 を示 す

( 2 5℃ )。 殺 菌 開 始 か ら 直 線 的 に 生 菌 数 が 減 少 す る 傾 向 が 確 認

され た。p H の 減 少に 伴い 殺 菌速 度が 急激 に 上昇 し 、高い 殺 菌

効果 が得 ら れ る こと がわ か った 。全 ての p H 値 で 、 C t 値 を 増

加に とも な い 、 生菌 数 が 4 桁以 上減 少 し た 。  

 

F i g .  5 .  1   E f f e c t  o f  p H  o n  t h e  i n a c t i v a t i o n  o f  V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s  a t t a c e d  o n  P E T  d i s c  i n  N a C l O 2  

s o l u t i o n s  o f  v a r i o u s  p H  a t  2 5 ° C .   T h e  r e s u l t s  w e r e  

r e p r e s e n t a t i v e  o f  a  s e t  o f  t w o  t o  t h r e e  i n d e p e n d e n t  

e x p e r i m e n t s .   S y m b o l s :  ( A )  ○ ,  p H  4 . 0 ;  ● ,  p H  4 . 5 ;  

( B )  △ ,  p H  5 . 2 ;  ▲ ,  p H  5 . 6 ;  □ ,  p H  6 . 5 .  
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次に 、 殺 菌 曲線 に対 して 式 3 .  1 を適 合さ せ て k 値を 算出 し

た。 T a b l e  5 . 1 に 、 各 p H で得 られ た k 値と 生 菌数 の 3 桁 の 減

少に 必要 な 最 小 C t 値 を示 す。 k 値は 明ら か に溶 液 の p H 値 に

依存 して い た。 p H 6 . 5 で は k 値 は 0 . 0 3 9  l / m m o l ･m i n と 非常 に

低い 値で あ った が、 p H 4 . 0 では 1 . 6 5  l / m m o l ･m i n と p H 6 . 5 の k

値の 4 2 倍と 急 激 に上 昇し て いた。生菌 数を 3 桁減 少さ せる た

めの 最小 の C t 値 も 1 4 0  m m o l · m i n / l  ( p H 6 . 5 )から 1 . 9  m m o l · m i n / l  

( p H 4 . 0 )へと p H の減 少に と もな い急 激に 減 少し た。 この 結 果

から 、固 体 表面 に付 着し た V.  p a r a h a e m o l y t i c u s に 対し て中 性

の N a C l O 2 水溶 液 より も 弱 酸 性の N a C l O 2 水 溶 液 の 方が 高い 殺

菌効 果 を 持 つ こ とが 示さ れ た 。  

F i g .  5 .  2 に N a C l O 2 水溶 液の p H と k 値 の関 係を 示 す 。p H の

減少 にと も ない k 値 は指 数 関数 的 に増 加す る こと がわ か る 。

F i g .  5 .  2  中 の実 線 で 示さ れる p H と k 値 の関 係 を 次式 に示 す :  

k  =  7 1 0  ×  e x p ( - 1 . 5 6 · p H )      ( R 2 = 0 . 9 9 7 )     ( 5 . 1 )  

式 5 .  1 は p H が 1 減 少す る と k 値 がお よ そ 4 . 5 倍 にな るこ と
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を意 味す る 。 こ の関 係は 未 付着 菌の 殺菌 で 得ら れた 式 4 .  2 の

関係 と ほ ぼ 同じ であ った 。  

 

第 5 .  4 節  考 察  

P E T 表 面に 付 着 した V.  p a r a h a e m o l y t i c u s に対 す る 弱酸 性の

N a C l O 2 水溶 液の 殺菌 効果 が p H の 影響 を強 く 受け るこ とを 確

認し た。 付 着菌 に対 する 殺 菌曲 線か ら得 ら れた k 値 の p H 依

存性 は、 未 付着 菌の 殺菌 曲 線か ら得 られ た k 値 の p H 依 存性

と同 程度 で あっ た。これ は、付着 菌と 未付 着 菌に 対す N a C l O 2

水 溶 液 中 の 活 性 種 が 同 一 で あ る こ と を 意 味 し て お り 、 付 着 菌

に対 して も H C l O 2 が主 たる 殺 菌因 子で ある と 考え られ た 。  

p H  4 . 0 か ら 6 . 5 の範 囲に お いて 、付 着菌 の 殺菌 曲線 から 得

られた k 値 は 未 付着 菌の 殺 菌曲 線か ら得 ら れた k 値 のお よそ

1 / 2 で あっ た 。付 着に より 見 掛け の表 面積 が 半分 にな って い た

こと を考 え ると 、実質 的に は 付着 により N a C l O 2 に 対す る抵 抗

性 は 変 化 し て い な い こ と に な る 。 こ れ に 対 し て 、 V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s は P E T 表面 へ の 付着 によ り 、未 付着 の場 合

 

F i g .  5 .  2   T h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  s o l u t i o n  p H  a n d  t h e  k  

v a l u e s  a t  2 5 ° C .  
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より も N a C l O に 対し て 6～ 7 倍の 抵抗 性を 獲 得し てい た ( 3 章 )。

酸化 剤と し ての N a C l O 2 と N a C l O の違 いは 、 N a C l O 2 が有 機物

との 反応 性 が低 く 、N a C l O と比 べ ると 殺菌 に 要す る C t 値が 高

い と い う 点 に あ る 。 例 え ば p H  5 . 6 に お い て 、 未 付 着 の V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s の生 菌数 の 3 桁 の減 少に 必 要な N a C l O の C t

値は およ そ 2 . 5  m g  FA C ･ s / l  ( 0 . 5 9  μ m o l ･m i n / l )であ る ( F i g .  3 .  2 )

が、 N a C l O 2 で は 同 C t 値 は 1 5 . 5  m m o l ･m i n / l  で り 、 約 2 6 , 0 0 0

倍の 違い が ある 。L e C h e v a l l i e r らは バイ オフ ィ ルム を形 成し た

菌 は 、 未 付 着 の 場 合 よ り も N a C l O に 対 す る 抵 抗 性 が 1 5 0～

3 , 0 0 0 倍、 モ ノク ロラ ミン に 対す る抵 抗性 が 2～ 1 0 0 倍増 加す

るこ と を 報 告し ている 2 5 )。有 機 物と の反 応 性は N a C l O の 方が

モノ クロ ラ ミン より も高 く 7 6 )、この 結果 は バイ オフ ィル ム 形

成 菌 (付 着 菌 )が 有 機 物 と 低 反 応 性 の モ ノ ク ロ ラ ミ ン よ り も 高

反応 性 の N a C l O に対 して 高 い抵 抗性 を獲 得 して いる こと を 意

味す る。また 、ム コイ ド生 産、非 生 産の P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a

へ の 抗 生 物 質 の 取 り 込 み を 比 べ た と こ ろ 、 抗 菌 剤 と 結 合 性 の

あ る ム コ イ ド が 細 胞 表 面 に あ る 場 合 、 抗 菌 剤 の 細 胞 へ の 取 り

込み が 阻 害 され る こ とが 報 告さ れて いる 7 7 - 7 9 )。一般 的に 微 生

物は 固体 表 面に 付着 した 後 、 E P S を生 産し バイ オフ ィル ム を

形成 する 2 3 ) ,  5 3 )。本 実験 で の付 着時 間は 2 時 間 であ った た め

明確 な E P S は 確 認さ れな い が、 E P S の産 生 が始 ま って いた 可

能 性 が あ る 。 こ う 考 え る と 、 反 応 性 が 高 く 、 水 溶 液 中 の 濃 度

が約 4  μ M と 低 濃 度の N a C l O は E P S との反 応 で 消 失 し細 胞へ

の到 達が 阻 害さ れ た 可能 性 があ り 、結 果 として N a C l O に対 す

る 抵 抗 性 が 増 大 し た 可 能 性 が あ る 。 そ れ に 対 し て 、 反 応 性 の

低い N a C l O 2 の場 合は 水溶 液 中に 11  m M と多 量 に 存 在す るた

め、E P S とわ ず か に反 応し た とし ても 大部 分 の N a C l O 2 は E P S

に 邪 魔 さ れ ず に 菌 体 ま で 到 達 す る た め 、 付 着 に よ り 抵 抗 性 が
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変化 しな か った と考 えら れ た 。  

 

第 5 .  5 節  結 言  

  P E T 表 面に 付 着し た V.  p a r a h a e m o l y t i c u s に 対 す る N a C l O 2 の

殺菌 効果 が p H の 影響 を強 く 受け るこ と、H C l O 2 が 主た る殺 菌

因子 であ る こと を示 した 。 P E T 表面 への 付 着 に よ り 未付 着 菌

と比 べて k 値 は 約半 分に な った 。  
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第 6 章  ス テ ン レ ス 鋼 に 付 着 し た タ ン パ ク 質 ( B S A )の 脱 着 に

お よ ぼ す N a C l O 2 の 洗 浄 効 果 の 動 力 学 的 解 析  

 

第 6 .  1 節  

これ まで 、次 亜 塩 素酸 ナト リ ウム ( N a C l O )が 汎用 さ れて いる

殺菌 剤で あ る こ とを 述べ て きた 。 N a C l O の強 い 酸化 力は 、 殺

菌操 作だ け では なく 洗浄 操 作に も用 いら れ てい る 1 )。例 えば、

乳 の 製 造 機 器 の 洗 浄 で は 、 タ ン パ ク 質 分 解 剤 と し て 遊 離 有 効

塩 素 ( F A C )濃 度 7 5 - 2 0 0  p p m と な る よ う に ア ル カ リ 洗 浄 液 に

N a C l O が 添加 さ れて いる 9 )。  

H C l O は 弱 酸 で あ り ( p K a = 7 . 5 ) 5 )、 水 溶 液 の p H に 依 存 し て

H C l O と 次 亜塩 素 酸イ オン ( C l O - )の 存在 割合 は 変化 する 。水 で

希釈 され た N a C l O 水溶 液 を用 い る場 合、硬質 表 面に 付着 し た

有機 物汚 れ に対 する 洗浄 力は C l O -の濃 度に 依 存 して 増大 し 、

強 ア ル カ リ 性 洗 浄 液 中 で は 水 酸 化 物 イ オ ン ( O H - )と 協 働 し て

相加・相 乗的 に 洗浄 力を 増 大さ せる 1 0 ) ,  6 2 ) ,  8 0 )。一方 、弱 酸性

水溶 液中 ( p H  5 . 0～ 6 . 5 )で存 在 割合 が大 きい 非 解離 型 H C l O は 、

強 い 殺 菌 力 を 示 す が 、 固 体 表 面 に 不 可 逆 吸 着 し た 有 機 物 汚 れ

に対 する 洗 浄力 は小 さい 1 0 ,  6 2 ) ,  8 0 )。弱 酸 性領 域 で H C l O 濃度

を増 大さ せ ると 、ゴ ム製 シ ール 剤へ の浸 透 と劣 化 1 3 ) ,  8 1 - 8 3 )や

ステ ンレ ス 鋼の 腐食 1 4 )、有 効塩 素の 揮発 1 5 )を 誘 発す る原 因 と

なり やす い 。こ のよ うに 、 N a C l O 水 溶液 の洗 浄 力と 殺菌 力 は

異なる p H 領 域 に最 適条 件 が存 在し 、弱 酸 性水 溶液 を高 濃 度

で使 用す る と機 器部 材へ の 影響 が懸 念さ れ るこ とに なる 。  

 亜 塩素 酸 ナト リウ ム ( N a C l O 2 )は、 N a C l O よ り も穏 和な 酸 化

剤 で あ り 、 有 機 物 の 存 在 下 で も 殺 菌 力 を 維 持 し 、 水 溶 液 の 臭

気（揮 発性 ）も 少な いと い う特 性が ある 2 0 ) ,  6 7 ) ,  8 4 )。H C l O 2  は

H C l O よ り も強 い 酸で あり ( p K a = 1 . 8 6 ) 1 8 )、p H  2～ 3 の 低 p H 水 溶
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液に する と 非解 離 型 H C l O 2 の存 在割 合が 大 きく なる ため 殺 菌

力 は 大 き く な る 。 一 方 、 強 酸 性 下 で は H C l O 2  は 二 酸 化 塩 素

( C l O 2 )に 変化 して 揮発 性が 高 まる 。その た め、実 用的 には p H  

4～ 6 の弱 酸性 水 溶液 を高 濃 度で 使用 する 方 が殺 菌処 理に は 好

まし いと さ れて いる 2 0 ) ,  6 7 ) ,  8 4 )。N a C l O 2 は 、N a C l O と同 じ塩 素

系 酸 化 剤 で あ る た め 、 殺 菌 効 果 だ け で な く 洗 浄 効 果 を 持 つ 可

能 性 が あ る が 、 固 体 表 面 に 付 着 し た 有 機 物 汚 れ に 対 す る

N a C l O 2 の 洗 浄力 を検 討し た 報告 はな い。  

本 節 で は 、 ス テ ン レ ス 鋼 表 面 に 不 可 逆 吸 着 し た タ ン パ ク 質

を 対 象 と し て 、 弱 酸 性 か ら 弱 ア ル カ リ 性 （ p H  4 . 0～ 1 0 . 0） の

N a C l O 2 水 溶 液 の 洗 浄 効 果 を 明 ら か に す る こ と を 目 的 と し た 。

不 可 逆 吸 着 し た タ ン パ ク 質 は 、 硝 酸 ま た は 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム

で p H 4 . 0～ 1 0 . 0 に調 整し た 水溶 液を 用い た 洗浄 では 除去 が 起

こら ない モ デル 汚れ であ る。本 章 では、高 濃度 の N a C l O 2 水溶

液を 用い た 洗浄 にお いて 、 洗浄 力は 水溶 液の p H の低 下 とと

もに 著し く 増大 する こと 、 洗浄 効果 は非 解 離 型 H C l O 2 に よる

酸化 分解 作 用に 起因 する こ とを 報告 する 。  

 

第 6 .  2 節   実 験 方 法  

6 .  2 .  1  試 薬 と 材 料  

 タ ンパ ク 質に は ウ シ血 清 アル ブミ ン結 晶 ( B S A )を 、ス テン レ

ス鋼 には S U S  3 1 6 L の 微粒 子（ 比 表面 積： 0 . 3  m 2 / g )を 用い た。

N a C l O 2 ( > 7 9 % )お よび N a C l O（ m i n > 5 %）は関 東 化学（株 ）か ら

購入 した 。 その 他の 試薬 は 特級 規格 のも の を使 用し た。  

 

6 .  2 .  2   B S A の 吸 着  

1 0 - 3 M  硝酸 カ リ ウム ( K N O 3 )水 溶 液で 調製 した 5 0  m l の B S A

溶液 ( 2  g / l )と 5 g のス テン レ ス鋼 微粒 子 を 1 2 0  m l 容積 のガ ラ
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スバ イア ル に入 れ、 2 5 º C で 2 時間 恒温 震 盪 し た ( 1 4 0  r p m )。

B S A が吸 着 した 粒子 は、 1 0 - 3 M  K N O 3 溶液 ( p H  5 . 6 )で懸 濁と 遠

心分 離 ( 1 , 1 6 0 × g , 1  m i n )によ って 5 回す すい だ 後 、4 0 º C で 1 6 時

間 乾 燥 さ せ て 洗 浄 実 験 に 用 い た 。 B S A の 初 期 吸 着 量 は 2 . 3  

m g / m 2 で あ り 、 ス テ ン レ ス 鋼 表 面 に 直 接 吸 着 す る 単 分 子 吸 着

量に 相当 し た。 この B S A は K N O 3 水溶液 ( p H  5 . 8 )では 脱着 し

ない 不可 逆 吸着 層を 形成 し てい た。  

 

6 .  2 .  3   洗 浄 実 験  

回分 式洗 浄 実験 は、 B S A が吸 着 し た 0 . 5  g の ス テン レス 鋼

微粒 子 と 5  m l の 洗浄 液を 2 5  m l 容ガ ラス バ イア ルに 入れ 、

4 0℃ で 2 時間 恒 温震 盪 ( 1 4 0  r p m )する こと に より 行っ た 。 2 時

間 後 、 遠 心 分 離 ( 1 , 1 6 0 × g , 1  m i n )に よ り ス テ ン レ ス 鋼 微 粒 子 を

回収 した 。回収 し た ス テン レ ス鋼 微粒 子 を 5  m l の 1 0 - 3 M  K N O 3

水溶 液 で 2 回す すぎ 、 4 0℃ で 1 6 時間 乾燥 さ せた 。洗 浄液 に

は 、H N O 3 水溶 液 および N a O H 水 溶液 を用 いて p H  4 . 0～ 1 0 . 0 に

調整 した 脱 イオ ン水 、N a C l O 2 水 溶液 ( 0 . 0 9 ,  0 . 5 4 ,  2 . 1  M )、N a C l O  

( 3 ,  3 0  m M )  水 溶 液 を 使用 し た。  

連続 式洗 浄 実験 は、 B S A の 脱着 速度 に及 ぼ す温 度の 影響 を

解析 する た めに 行っ た。 B S A が 吸着 した ス テン レス 鋼微 粒 子

2 . 0  g をス テ ンレ ス鋼 製カ ラ ム（ 内径 4  m m ×長さ 5 0  m m）に 充

填 し た 後 、 カ ラ ム を 恒 温 槽 内 ( 4 0～ 8 0℃ )に 垂 直 方 向 に 設 置 し

た。洗浄 液 は、H P L C 用定 量ポ ン プ によ り、カ ラム 底 部より 0 . 1  

m l / m i n（ 空 間時 間： 3 . 8  m i n）の 流速 で供 給 した 。カ ラム 出 口

から 排出 さ れる 洗浄 液を 経 時的 に分 取し た 8 5 )。  

B S A の脱 着 曲線 － “残存 B S A 量 ( Γ )の 自然 対 数値 ( l n Γ )  v s  時

間 [ t ] ”－ の 速 度 論 的 解 析 に は 、「 異 な る 速 度 で 独 立 か つ 同 時 に

脱着 する 2 種類 の B S A 分 子の 存 在 」を 仮定 し て誘 導し た脱 着
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モデ ル (式 6 .  1 )を 用いた 8 5 )。  

l n Γ  =  l n { e x p ( l n Γ 0
f - k f t )  +  e x p ( l n Γ 0

s – k s t ) }    ( 6 .  1 )  

ここ で 、 Γ 0
f と Γ 0

s は、速 く脱 着 す る B S A 分 子 ( B S A f )と遅 く 脱

着す る分 子 ( B S A s )の 初期 吸 着量  ( m g / m 2 )、k  f と k  s は、B S A f と

B S A s の一 次脱 着 速度 定数 ( m i n - 1 )を示 す。なお、脱着 曲線 が 直

線近 似で き る場 合は 、 B S A f と B S A s は 同一 と 見な し、 次式 の

モデ ル式 を 用い た。  

l n Γ  =  l n Γ 0
f - k f t    ( 6 .  2 )  

洗浄 液中 に 除去 され た B S A お よ びス テン レ ス鋼 表面 に残 存 し

た B S A は 、全 有 機体 炭素 計 を用 いて 定量 した 5 8 )。  

 

6 .  2 .  4   分 子 量 の 測 定  

 回 分洗 浄 で脱 着し た B S A 分 子 の分 子量 ( M W )を 測定 する た

め 、 タ ン パ ク 質 と 類 似 の 紫 外 領 域 に 吸 収 を 持 つ N a C l O 2 と

N a C l O の 除去 （ 脱塩 処理 ） を行 った 。 4  m l の洗 浄液 を遠 心 式

フィ ルタ ー ユニ ット （ A m i c o n  U l t r a - 4 ,  3 K ,  M i l l i p o r e ,  U S A） に

移し 、遠心 分 離 ( 2 , 4 0 0 × g ,  6 0  m i n )を 行っ た 。遠 心 チ ュー ブに ろ

過さ れ た N a C l O 2 と N a C l O を 含む 水溶 液は 取 り除 き、 フィ ル

ター デバ イ スに 濃縮 され た B S A 画分 に 3 . 8  m l の 超純 水を 加

え、再 び 遠心 分離 ( 2 , 4 0 0 × g ,  6 0  m i n )を行 った 。こ の脱 塩処 理は 、

回収 チュ ー ブ内 の水 溶液 に 波長 2 7 8  n m の吸 収が 検出 され な

くな るま で 繰り 返し た。  

脱塩・濃縮 処理 で得 られ た B S A 画分 の分 子 量は 、ゲ ル ろ過

クロ マト グ ラフ ィー ( G F C )で 測 定 した（ L C - 1 0 Av p；島津 製作 所

㈱）。分析 カラ ム（ S h o d e x  K W- 8 0 2 . 5；昭 和電 工㈱ ）は 、4 0℃に

設定 した カ ラム オー ブン に 装着 し、 0 . 3  M  N a C l を添 加し た 5 0  

m M  P B  ( p H 7 . 0 )を 移動 相と し て 1 . 0  m l / m i n の流 速 で 送液 して

測定 した 。タ ン パク 質の 検 出に は U V 検出 器（ 2 7 8 n m）を 用 い
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た 。分 子量 マ ー カー とし て 、B S A ( M W = 6 7 , 0 0 0 )、卵 白ア ルブ ミ

ン ( M W = 4 4 , 0 0 0 )、 ミオ グロ ビ ン（ M W = 1 7 , 8 0 0）、 シト クロ ム C

（ M W = 1 2 , 4 0 0）、 アプ ロチ ニ ン ( M W = 6 , 5 0 0 )を 用い た。  

 

6 .  2 .  5   N a C l O 2 と N a C l O の 吸 着 と 金 属 イ オ ン の 溶 出  

N a C l O 2 お よび N a C l O のス テ ンレ ス鋼 表面 へ の吸 着量 は、吸

着分 子の 有 効塩 素量 とし て ヨウ 素滴 定法 で 定量 した ( 4 .  2 .  2 )。

0 . 5  g の ステ ン レ ス鋼 微粒 子 と洗 浄実 験で 使 用し た p H  4 . 0 お

よ び 1 0 . 0 に 調 整 し た N a C l O 2 水 溶 液 ( 0 . 0 9 ～ 2 . 1  M ) ま た は

N a C l O 水 溶液 ( 0 . 0 0 3～ 0 . 0 9  M )の 5  m l を 2 5  m l 容 ガ ラス バイ ア

ルに 入れ 、 4 0℃ で 2 時 間恒 温 震 盪 し た ( 1 4 0  r p m )。 2 時間 後 、

遠 心 分 離 （ 1 , 1 6 0 × g ,  1  m i n） に よ り ス テ ン レ ス 鋼 微 粒 子 と 、

N a C l O 2 水 溶 液お よび N a C l O 水 溶 液を 別々 に 回収 した。回 収し

たス テン レ ス鋼 微粒 子 は 、 1 0  m l の脱 イオ ン 水 で 3 回 す すい

だ後 、 3 0  m l の脱 イオ ン水 を 入れ た 5 0  m l の ビー カー に移 し、

0 . 0 . 1  M  N a 2 S 2 O 3 水溶 液で 滴 定し た。  

回収 した N a C l O 2 水溶 液お よび N a C l O 水 溶液 に溶 出 した F e ,  

C r ,  N i の 濃度 は 、誘 導結 合 プラ ズマ 発光 分 析装 置 ( i C A P 6 0 0 0 ;  

T h e r m o  F i s h e r  S c i e n t i f i c )で定 量 し た 8 6 )。金 属イ オ ンの 溶出 量

は、 F e、 C r、 N i の合 計量 と して 算出 した 。  

 

第 6 . 3 節   結 果  

6 .  3 .  1   N a C l O 2 の 洗 浄 効 果  

 F i g .  6 .  1 に、 B S A が不 可 逆吸 着 した ステ ン レス 鋼微 粒子 を

p H  4 . 0～ 1 0 . 0 に 調整 した N a C l O 2 水溶 液で 回 分洗 浄し たと き

の除 去率 を 示す 。 N a C l O 2 未 添加 の場 合、 この p H 範囲 では 除

去率は 4  ±  1 %で あり 、B S A の脱 着 はほ とん ど 起こ らな かっ た。

各 p H の 洗 浄液 に 0 . 0 9 ,  0 . 5 4 ,  2 . 1  M の N a C l O 2 を 添加 する と 、
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添加 濃度 に 依存 して 除去 率 が上 昇し た。 2 . 1  M の N a C l O 2 を 添

加し た系 に 着目 する と、 除 去率 は p H の 低下 と とも に著 し く

上昇 し、 p H  6 . 0 で 8 9 . 4 %、 p H  4 . 0～ 5 . 0 では 9 5 %以 上の 値に 達

した 。こ の 結果 は、 高濃 度 の弱 酸 性 N a C l O 2 水 溶 液 が B S A の

除去 に対 し て強 い洗 浄力 を 持つ こと を示 し てい る。  

 次 に、 p H  4 . 0 の 0 . 0 9  M  N a C l O 2 水溶 液に 2 . 0  M  N a C l を 添加

して 、 2 . 1  M  N a C l O 2 水 溶液 と イオ ン強 度を 合 わせ て洗 浄を 行

った 。その 結 果、除去 率は 1 2 . 0 %か ら 1 8 . 0 %に上 昇し たが 、イ

オン 強度 の 影響 は軽 微で あ った 。  

 F i g .  6 .  2 に、 p H  4  . 0 に 調 整し た 0 . 0 9  M  N a C l O 2 水溶 液を 用

い て 4 0～ 8 0℃ で 連続 洗浄 し たと き の B S A の脱 着 曲線 を示 す。

4 0℃ で洗 浄 を行 った 場合 、 B S A の脱 着は 緩 やか であ り、 2 0～

 

F i g .  6 .  1   E f f e c t  o f  p H  o f  N a C l O 2  s o l u t i o n  o n  t h e  r e m o v a l  

e f f i c a c y  o f  B S A f r o m  s t a i n l e s s  s t e e l  s u r f a c e s  d u r i n g  

b a t c h w i s e  c l e a n i n g  f o r  2 h  a t  4 0 ° C .  S y m b o l s :  ● ,  

D i l u t e  H C l  o r  N a O H  s o l u t i o n  a l o n e ;  △ ,  0 . 0 9  M  

N a C l O 2 ;  ▲ ,  0 . 5 4  M  N a C l O 2 ;  ○ ,  2 . 1  M  N a C l O 2 .  
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1 2 0 分 間 は ほ ぼ 直 線 で 近 似 で き る 脱 着 曲 線 を 示 し た 。 6 0℃ で

も類 似の 直 線で 近似 され る 脱着 曲線 が得 ら れて おり 、 B S A の

脱着 速度 は 4 0℃ より も上 昇 した 。また 、温 度が 7 0～ 8 0℃に 上

昇 す る と 、 脱 着 が 起 こ り 始 め る ま で の 誘 導 期 間 が 短 縮 し 、 脱

着 速 度 は 温 度 に 依 存 し て 著 し く 上 昇 し た 。 そ し て 、 脱 着 曲 線

には 速い 脱 着期 と遅 い脱 着 期が 見ら れた 。  

洗浄 初期 の 脱着 速度 を反 映 する k f 値 の 算出 のた め に 、 4 0℃

と 6 0℃ の脱 着曲 線に は 式 6 .  2 と 線形 最小 二 乗法 を用 いて 、

7 0℃と 8 0℃の 脱 着曲 線に は 6 .  1 と非 線形 最 小二 乗法 を用 い て

適合 させ た 。 F i g .  6 .  2 の 実線 は 、 式 6 .  1 ま たは式 6 .  2 を適 合

させ て得 ら れた 曲線 であ る。k f 値 は、4 . 4 × 1 0 - 4  m i n - 1  （ 4 0℃ ）、

5 . 2 × 1 0 - 3  m i n - 1  （ 6 0℃ ）、 2 . 4 × 1 0 - 2  m i n - 1（ 7 0℃ ）、 8 . 2 × 1 0 - 2 m i n - 1  

（ 8 0℃） と 算出 され た 。  

 

F i g .  6 .  2   E f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e  o n  B S A r e m o v a l  f r o m  

s t a i n l e s s  s t e e l  s u r f a c e s  d u r i n g  c o n t i n u o u s  c l e a n i n g  

w i t h  0 . 0 9  M  N a C l O 2  s o l u t i o n  o f  p H  4 .  S y m b o l s :  ● ,  

4 0 ° C  ;  △ ,  6 0 ° C  ;  ▲ ,  7 0 ° C ;  ○ ,  8 0 ° C .  
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F i g .  6 .  3 は 、脱 着 曲線 の解 析 で得 られた k f 値の A r r h e n i u s プ

ロッ トで あ る。良 好な 直線 関 係が 得ら れて お り、k f は A r r h e n i u s

型 の 温 度 依 存 性 を 示 す こ と が わ か っ た 。 グ ラ フ の 傾 き か ら 、

見掛 けの 活 性化 エネ ルギ ー ( E a )は 1 2 0  k J / m o l と 概算 され た 。  

 

6 .  3 .  2   脱 着 し た B S A 分 子 の 分 子 量  

F i g .  6 .  4 に 、 0 . 5 4  M  N a C l O 2 水溶 液 ( p H  4 . 0～ 1 0 . 0 )を用 いた

回分 洗浄 に より 脱着 し た B S A 分 子の G F C クロ マ トグ ラム を

示す 。 G F C 分 析 では 、保 持 時間 ( RT )が長 いほ ど 分 子量 が小 さ

い こ と を 意 味 す る 。 な お 、 各 分 析 試 料 は 脱 塩 処 理 で 濃 縮 さ れ

てい るた め 、ピ ーク の高 さ と濃 度に は相 関 性は ない 。  

未分 解の B S A の クロ マト グ ラム には 、単 量 体の B S A ( M W:  

6 7 , 0 0 0 )に 相当 す る鋭 敏な ピ ーク ( RT:  8 . 7  m i n )と、 二量 体と み

 

F i g .  6 .  3   A r r h e n i u s  p l o t  o f  k f  v a l u e s  d e r i v e d  f r o m  c l e a n i n g  

c u r v e s  o b t a i n e d  a t  v a r i o u s  t e m p e r a t u r e s .  
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られ る小 さ なピ ーク ( RT:  7 . 8  m i n )が 見ら れ た ( F i g .  6 .  4 a )。 p H  

 

F i g .  6 .  4   G F C  c h r o m a t o g r a m s  o f  B S A r e m o v e d  f r o m  

s t a i n l e s s  s t e e l  s u r f a c e s  d u r i n g  b a t c h w i s e  c l e a n i n g  

w i t h  0 . 5 4  M  N a C l O 2  s o l u t i o n s  o f  d i f f e r e n t  p H .  

C u r v e s :  ( a )  n a t i v e  B S A ;  ( b )  p H  4 . 0 ;  ( c )  p H  7 . 0 ;  ( d )  

p H  1 0 . 0 .  C l e a n i n g  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  B S A r e m o v e d  

w a s  d e s a l i n a t e d  a n d  c o n c e n t r a t e d  b y  u s i n g  a  

c e n t r i f u g a l  f i l t e r  d e v i c e  ( A m i c o n  u l t r a - 4 ,  3 K ) .  
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4 . 0 の N a C l O 2 水 溶液 で脱 着 した B S A（ 除去 率： 4 4 . 5 %） のク

ロマ トグ ラ ムで は、 B S A よ りも かな り長 い RT  ( 11 . 2  m i n )にピ

ーク が見 ら れ、 M W は約 1 2 , 0 0 0 に 相当 した  ( F i g .  6 .  4 b )。 p H  

7 . 0 の 洗浄 で 脱着 した B S A（ 除去 率： 1 2 . 0 %）の ク ロマ トグ ラ

ムで は、 RT  =  1 0 . 4～ 11 . 2  m i n に 幅 広の ピー ク が見 られ た ( F i g .  

6 .  4 c )。そ して 、p H  1 0 . 0 の洗 浄 で脱 着した B S A（ 除去 率：2 2 . 4 %）

のク ロマ ト グラ ムで は、 未 分解 B S A の RT よ り も前 ( 7 . 1～ 8 . 5  

m i n )に 3 つの ピ ーク が見 ら れた  ( F i g .  6 .  4 d )。  

また 、 p H  4 . 0 の 0 . 0 9  M  N a C l O 2 水 溶液 で一 次 洗浄 後、 0 . 1  M  

N a O H 水溶 液を 用 いた 二次 洗 浄で 脱着 した B S A の 場合 、未 分

解 B S A の RT の 前後 ( 7 . 0～ 11 . 6  m i n )に幅 広の ピ ー クが 見ら れ

た（ F i g .  示さ ず）。  

これ らの 結 果は 、 p H  4 . 0～ 7 . 0 の N a C l O 2 水溶 液 で 除去 され

た B S A 分子 は N a C l O 2 の酸 化作 用 によ って 低 分子 断片 に分 解

され て除 去 され たこ とを 示 して いる 。  

 

6 .  3 .  3   N a C l O の 洗 浄 効 果 と の 比 較  

F i g .  6 .  5 に 、 N a C l O 2 を 用い た 洗浄 実験 ( F i g .  6 .  1 )と 同様 に、

B S A が不 可 逆吸 着し た ス テ ンレ ス鋼 微粒 子 を対 象に p H  4 . 0～

1 0 . 0 に 調 整し た N a C l O 水 溶液 用 いて 回分 洗 浄し たと きの B S A

の除 去率 を 示す 。 0 . 0 0 3  M お よ び 0 . 0 3 M の N a C l O を添 加 した

場合 、 p H  4 . 0～ 6 . 0 の p H 範 囲で は 除去 率 は 11  ±  3 %程 度で あ

り、いず れ の濃 度 でも 添加 効 果は 殆ど 見ら れ なか った 。p H  6 . 0

～ 1 0 . 0 の 範囲 で は、除 去 率は p H の上 昇と と もに、また N a C l O

濃度 に依 存 して 著し く上 昇 した 。 p H  1 0 . 0 の 洗浄 では 、 0 . 0 0 3  

M およ び 0 . 0 3 M  N a C l O の 添 加に より 除去 率 は各 々 6 7 . 0 %お よ

び 9 7 . 2 %に達 し た 。こ の結 果 は、 N a C l O 2 水 溶液 とは 異な り、

アル カリ 性 の N a C l O 水溶 液の 方 が 強い 洗浄 力 を持 つこ とを 示
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して いる 。  

F i g .  6 .  6 に 、 0 . 0 0 3  M  N a C l O 水 溶液  ( p H  4 . 0 ,  1 0 . 0 )  を 用い た

回分 洗浄 に より 脱着 し た B S A 分 子 G F C ク ロマ ト グラ ムを 示

す。p H  4 . 0 の N a C l O 水溶 液 で脱 着 した B S A（除 去 率：1 0 . 8 %）

のク ロマ ト グラ ムで は 、一 つ の鋭 敏な ピー ク が未 分解 B S A よ

りも 低分 子 量領 域  ( RT  =  11 . 6  m i n )  に見 られ 、M W は約 1 0 , 0 0 0

に相 当し た  ( F i g .  6 .  6 b )。また 、p H  1 0 . 0 の 洗浄 で 脱着 した B S A

（除 去率： 6 7 . 0 %）の クロ マト グ ラム にも 、p H  4 . 0 のク ロマ ト

グラ ムと 同じ RT に幅 広の ピ ーク が見 られ た  ( F i g .  6 .  4 c )。こ

の結 果か ら 、 N a C l O によ る B S A 分 子鎖 の酸 化 分解 は p H に 関

係 な く 特 定 の 部 位 （ 電 荷 の 偏 り が あ る 部 位 ） で 起 こ り 、 洗 浄

液中 に脱 着 する 分子 鎖断 片 の分 子量 分布 は p H  1 0 . 0 で は 比較

 

F i g .  6 .  5   E f f e c t  o f  p H  o f  N a C l O  s o l u t i o n  o n  t h e  r e m o v a l  

e f f i c a c y  o f  B S A f r o m  s t a i n l e s s  s t e e l  s u r f a c e s  

d u r i n g  b a t c h w i s e  c l e a n i n g  f o r  2 h  a t  4 0 ° C .  S y m b o l s :  

● ,  D i l u t e  H N O 3  o r  N a O H  s o l u t i o n  a l o n e ;  ◇ ,  

0 . 0 0 3 M  N a C l O ;  ◆ ,  0 . 0 3 M  N a C l O .  
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的広 く、 p H  4 . 0 では 限定 的 であ るこ とが 示 唆さ れた 。  

 

6 .  3 .  4   N a C l O 2 と N a C l O の 吸 着  

 

F i g .  6 .  6   G F C  c h r o m a t o g r a m s  o f  B S A r e m o v e d  f r o m  s t a i n l e s s  

s t e e l  s u r f a c e s  d u r i n g  b a t c h w i s e  c l e a n i n g  w i t h  

0 . 0 0 3 M  N a C l O  s o l u t i o n s  o f  d i f f e r e n t  p H .  C u r v e s :  

( a )  n a t i v e  B S A ;  ( b )  p H  4 . 0 ;  ( c )  p H  1 0 . 0 .  C l e a n i n g  

s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  B S A r e m o v e d  w a s  d e s a l i n a t e d  

a n d  c o n c e n t r a t e d  a s  m e n t i o n e d  i n  t h e  l e g e n d  f o r  

F i g .  4 . S y m b o l s :  ● ,  D i l u t e  H N O 3  o r  N a O H  s o l u t i o n  

a l o n e ;  ◇ ,  0 . 0 0 3 M  N a C l O ;  ◆ ,  0 . 0 3 M  N a C l O .  



- 74 - 

 

Ta b l e  6 . 1 に 、洗 浄操 作と 同 じ条 件下 で ス テ ンレ ス鋼 微粒 子

と N a C l O 2 水 溶 液 お よ び N a C l O 水 溶 液 を 接 触 さ せ た と き の

N a C l O 2 と N a C l O の吸 着量 を 示す 。 N a C l O 2 の吸 着 量は 、検 討

した 濃度 と p H にお いて 5 . 3～ 6 . 6  μ m o l / m 2 とほ ぼ 一定 の値 が

得ら れた 。また 、 N a C l O の吸 着 量 も 1 0～ 1 5  μ m o l / m 2 の範 囲 に

あり 、濃 度 およ び p H の影 響を あま り受 け なか った 。 N a C l O 2

の吸 着量 は 、 N a C l O の 約 1 / 2 の 値 であ った 。 本研 究で は、 ヨ

ウ素 滴定 法 によ る N a 2 S 2 O 3 の 滴 下量 から 吸 着量 を算 出し て お

り、N a C l O 2 と N a C l O が酸 化 力を 維持 した ま まス テン レス 鋼 表

面に 吸着 し てい るこ とが わ かっ た。  

6 .  3 .  5   ス テ ン レ ス 鋼 か ら の 金 属 イ オ ン の 溶 出  

Ta b l e  6 .  2 に 、洗 浄操 作と 同 じ条 件下 で ス テ ンレ ス鋼 微粒 子

と N a C l O 2 水溶 液 およ び N a C l O 水 溶液 を接 触 させ たと きの 金

属イ オン の 溶出 量を 示す 。N a C l O 2 水溶 液の 場 合、濃度を 0 . 0 9  

M から 2 . 1  M に 増加 させ る と、 金属 イオ ン 溶出 量は p H  4 . 0 で

は 2 4～ 3 4  μ g / m 2、 p H  1 0 . 0 で は 3 . 1～ 3 8  μ g / m 2 と 相 対的 に低 い
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値で あっ た 。一 方、 N a C l O 水 溶 液の 濃度 を 0 . 0 0 3  M から 0 . 0 9  

M に増 加さ せ る と 、 金属 イ オン 溶出 量 は p H 4 . 0 では 5 8  μ g / m 2

から 4 7 0  μ g / m 2 に 増加 し、p H  1 0 . 0 では 3 0  μ g / m 2 か ら 1 2 0  μ g / m 2

に増 加し た 。ス テン レス 鋼 に対 する 腐食 作 用は 、 N a C l O 水溶

液の 方が 明 らか に大 きく 、特に p H  4 . 0 で は濃 度に 依存 して 顕

著で あっ た 。  

 

第 6 .  4 節  考 察  

p H  4 . 0～ 1 0 . 0  の 範囲 にお い て、 B S A が不 可 逆吸 着 した ステ

ン レ ス 鋼 微 粒 子 を 対 象 に N a C l O 2 水 溶 液 を 用 い て 洗 浄 し た 結

果、B S A の 除去 率は N a C l O 2 水 溶 液の p H の 低下 と とも に 、ま

た N a C l O 2 濃度 の 上昇 とと も に著 しく 上昇 し た。さら に、B S A

の 初 期 脱 着 速 度 は 、 洗 浄 温 度 に 大 き く 依 存 し て 上 昇 し た 。 弱

酸性 の N a C l O 2 水 溶液 を用 い た洗 浄で 脱着 し た B S A 分子 は、

低 分 子 断 片 に 分 解 さ れ て い る こ と も 確 認 さ れ た 。 以 上 の 結 果
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は、N a C l O 2 の 主 たる 洗浄 効 果 力 は酸 化分 解 作用 であ るこ と を

示し てい る 。  

p H の 低 下と とも に B S A の除 去率 が上 昇す る とい う現 象は 、

酸性 p H 領 域に おい て N a C l O 2 水 溶液 中 に B S A の 除去 を促 進

す る 洗 浄 力 成 分 が 増 加 す る こ と を 意 味 し て い る ( F i g .  6 .  1 )。

N a C l O 2 水 溶液 中 では 、非 解 離型 H C l O 2 と 解 離型 C l O 2
-の 間 に

式 4 . 1 で 示 した p H に 依存 した 解 離平 衡が 存 在す る 。 H C l O 2  

( p K a = 1 . 8 6 )の 割合 は 、p H の低 下 に とも ない 徐 々に 大き くな る。

p H  4 . 0 の N a C l O 2 水溶 液中 に H C l O 2 は全濃 度の約 0 . 7  %しか 存

在し ない が 、 2 . 1  M の高 濃度 水 溶 液中 には 1 4 . 7  m M  (約 1 , 0 0 0  

m g / l )の H C l O 2 が 含有 され る こと にな る。同 時に 、N a C l O 2 の 高

濃 度 化 は イ オ ン 強 度 の 増 加 を 伴 う 。 低 濃 度 の N a C l O 2 水 溶 液

( p H  4 . 0 )の 洗浄 に おい て、 N a C l の 添加 によ る イオ ン強 度の 増

加の 影響 は 軽微 であ った 。以上 のこ とか ら 、N a C l O 2 水 溶液 の

洗浄 力を 決 める 因子 は非 解 離 型 H C l O 2 濃 度で あ り、 H C l O 2 の

酸化 作用 の 増強 が洗 浄力 の 増大 をも たら し たと いえ る。  

ここ で、 水 溶液 中 の H C l O 2 は準 安定 な物 質 であ り、 二酸 化

塩素 ( C l O 2 )や 塩素 酸イ オン ( C l O 3
- )への 変換 が 起こ る 1 8 )。 C l O 2

は 、 ア ミ ノ 酸 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 に 対 し て 酸 化 作 用 を 及

ぼす こと が 知ら れて いる 8 7 ) ,  8 8 )。 本研 究で は 、 N a C l O 2 水 溶液

を用 いた 2 時 間 の洗 浄過 程 にお いて C l O 2 が 生成 して いる こ

とを 定量 的 に確 認し てい な いが 、微量の C l O 2 が生 成し て洗 浄

力 に 寄 与 し た と す る 仮 説 も 完 全 に は 否 定 で き な い 。 い ず れ に

して も、 N a C l O 2 洗浄 液 に H C l O 2 が存 在す る こと が B S A の 低

分子 化と 除 去に 必要 であ る こと に違 いな い 。  

p H  1 0 . 0 の 0 . 5 4  M  N a C l O 2 水溶 液を 用い た洗 浄 では 、未 分解

B S A より も 高分 子量 の分 子 が脱 着液 中に 見 られ た。p H  1 0 . 0 で

は 、ほ とん ど の亜 塩素 酸分 子は C l O 2
-の 形で 存 在し てい る 。ま



- 77 - 

 

た 、同 様の 現 象 は p H  4 . 0 の 低 濃 度 N a C l O 2 水溶 液 ( 0 . 0 9  M )を 用

いた 洗浄 で も見 られ た。一般 に、H C l O や オ ゾン ( O 3 )のよ う な

酸 化 剤 は タ ン パ ク 質 分 子 鎖 の ペ プ チ ド 結 合 を 開 裂 さ せ る 作 用

を 持 つ が 、 そ の 一 方 で タ ン パ ク 質 分 子 間 を 架 橋 す る こ と で 、

二量 体化 あ るい は凝 集さ せ るこ とも 報告 さ れて いる 8 9 ,  9 0 ）。お

そら く 、C l O 2
-お よび 低濃 度の H C l O 2 の 弱い 酸 化力 によ って 吸

着 B S A の 一部 が 二量 体化 あ るい は凝 集体 へ と変 化し 、その 結

果 と し て 脱 着 が 抑 え ら れ て 低 い 除 去 率 の 原 因 と な っ た の で は

ない かと 推 測さ れる 。  

p H  4 . 0 の 0 . 0 9  M  N a C l O 2 水 溶 液 で 一 次 洗 浄 後 に 残 存 し た

B S A を 対 象 に 0 . 1  M  N a O H 水 溶 液 で二 次洗 浄 する と、 脱着 し

た B S A 分 子の 中 には 低分 子 化さ れた もの も 含ま れて いた 。す

なわ ち 、低 濃 度 の H C l O 2 で B S A の分 子鎖 が 部分 的に 分解 さ れ

て も 、 そ の 多 く は ス テ ン レ ス 鋼 表 面 に 残 存 し て い た こ と が わ

かる 。これ は 、弱 酸性 下で の 一次 洗浄 では B S A 分 子の 三次 元

構 造 を 維 持 す る ア ミ ノ 酸 残 基 同 士 の 静 電 的 相 互 作 用 が 機 能 し

て 分 解 さ れ た 分 子 鎖 断 片 の 脱 着 を 抑 え る が 、 強 ア ル カ リ 性 条

件 下 で は 静 電 的 相 互 作 用 が 弱 め ら れ 、 分 子 鎖 断 片 の 脱 着 が 促

進さ れた の では ない かと 考 えら れる 。  

洗 浄 過 程 で は 、 固 体 表 面 か ら の 汚 れ 分 子 の 脱 着 反 応 が 複 雑

な メ カ ニ ズ ム で 進 行 す る 。 種 々 の 温 度 で 洗 浄 す る 場 合 、 系 全

体 の 律 速 と な る 素 過 程 の 温 度 依 存 性 が 熱 の 影 響 を 強 く 反 映 す

る。 G a l l o t - L a v a l l é e と L a l a n d e は 9 1 )、全 乳 の低 温殺 菌機 に付

着し た熱 変 性乳 汚れ を対 象 とし た N a O H 洗浄 ( 0 . 1～ 3 . 9 % )に お

いて 、汚れ 層 が脱 着に 至る 過 程を 水酸 化物 イ オン ( O H - )の汚 れ

層へ の拡 散 、汚 れ 層の 膨潤 と 溶解 、そし て液 流 よる 洗浄 液（バ

ルク ）へ の 拡散 をモ デル 化 して 解析 し、 6 7～ 1 3 8  k J / m o l の大

きな E a 値 を得 て いる。こ の脱 着 過程 では 、汚 れ 層の 膨潤 が 律
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速段 階と 考 えら れて おり 、 E a 値 は O H -によ る熱 変性 タン パ ク

質 の 可 溶 化 （ 膨 潤 、 加 水 分 解 ） に お け る 温 度 依 存 性 を 反 映 し

てい る。本研 究 で は、B S A の初 期 脱 着速 度を 反 映す る k f 値は 、

A r r h e n i u s 型の 温 度依 存性 を 示し 、 E a は 1 2 0  k J / m o l と概 算さ

れた。この E a 値 は、上 述 の熱 変 性乳 汚れ の アル カリ 洗浄 除 去

で得 られ た 数値（ 6 7～ 1 3 8  k J / m o l）と同 等で あ った 。また 、G F C

クロ マト グ ラフ ィー 分析 の 結果 、 p H  4 . 0 の N a C l O 2 水溶 液の

洗浄 で除 去 され た B S A 分子 は低 分子 断片 に 分解 され てい た。

これ らの 事 実は 、 p H  4 . 0 の N a C l O 2 水溶 液に よる 洗浄 過程 の

律 速 が 、 拡 散 過 程 で は な く 、 酸 化 分 解 （ 化 学 反 応 ） 過 程 で あ

るこ とを 示 唆し てい る。  

N a C l O を 用い た 洗浄 の場 合 、洗 浄液 の p H と B S A 除去 率 の

関係 が 、N a C l O 2 とは 対照 的 であ る点 が興 味 深い 。p H  6 . 0～ 1 0 . 0

の範 囲に お い て p H の上 昇と と も に洗 浄力 は 増大 した ( F i g .  6 .  

5 )。こ の結 果 は 、 α - A l 2 O 3 表面 に不 可逆 吸着 した B S A、ペク チ

ンお よ び P s e u d o m o n a s  f l u o re s c e n s に対 する 洗 浄力 が C l O -の 濃

度に 依存 す ると いう 従来 の 現象 と一 致 し て いた 1 0 ,  6 2 )。p H  1 0 . 0

では 、C l O -は 全濃 度の約 9 9 . 7 %を占 めて おり 、C l O -が 主た る洗

浄力 因子 で ある こと がわ か る。 一方 で、 p H  4 . 0 と p H  1 0 . 0 の

洗 浄 で 脱 着 し た B S A 分 子 の 分 子 量 を 比 較 す る と 、 C l O - ( p H  

1 0 . 0 )に よ る低 分 子化 のレ ベ ル が H C l O  ( p H  4 . 0 )よ りも 著し く

大き いわ け では なか った ( F i g .  6 .  6 )。以 前 行っ た研 究で は、ス

テン レス 鋼 に不 可逆 吸着 した B S A を対 象に N a O H 水溶 液 ( p H  

1 3 )およ び N a C l O 水溶 液 ( p H  9 . 0 )を 用い た洗 浄 にお ける 温度 依

存性 を 調 べ 、3 0～ 3 3  k J / m o l の E a 値 を得 てい る 7 5 ,  8 5 )。そし て、

この 系に お け る O H -お よ び C l O -の 洗浄 機構 は 、化 学反 応過 程

より も拡 散 過程 が律 速で あ るこ と 、そ して C l O -は分 解作 用 を

発揮 する 一 方で 、固 液界 面 で は O H -の 作用 と 同様 に吸 着置 換
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作用 によ って B S A を脱 着 させ て いる と考 察 した 。本研 究に お

いて も 、 ス テン レス 鋼表 面 へ の H C l O / C l O -の 吸着 量 は 1 0～ 1 5  

μ m o l / m 2 で あり 、高い 吸着 親 和性 を持 つこ と がわ かっ た ( Ta b l e  

6 .  1 )。こ れと 比較 して 、H C l O 2 / C l O 2
-の 吸着 量 は約 1 / 2 の 5 . 3～

6 . 6  μ m o l / m 2 で あ り、吸 着量 に 及 ぼす 濃度 の 影響 も見 られ な か

った 。こ れ らの 結果 から 、 C l O -の洗 浄効 果 は B S A－ ステ ン レ

ス 鋼 の 接 触 界 面 に お け る 酸 化 分 解 と 吸 着 置 換 が 主 で あ る の に

対し て、 H C l O 2 水 溶液 によ る 洗浄 効果 は B S A の 酸 化分 解が 主

で、 吸着 置 換反 応の 果た す 役割 は小 さい と 考え られ た。  

酸 化 力 を 持 つ 塩 素 系 化 合 物 は 、 金 属 の 腐 食 を 誘 発 す る 物 質

の一 つで あ る。 特に 、 N a C l O の 使用 はし ば しば 腐食 の原 因 と

なっ てい る。 し かし 、高 濃度 の O H -の 存在 下 で は N a C l O の 金

属腐 食性 は 著し く低 減す る 1 4 )。 これ は、 O H -がス テン レス 鋼

表面 に優 先 的に 吸着 し、H C l O / C l O -とス テン レ ス 鋼の 接触 を 拮

抗阻 害す る ため であ る。 事 実、 p H  1 0 . 0 の N a C l O 2 水溶 液お よ

び N a C l O 水 溶 液 にお ける 金 属イ オン 溶出 量 は、 p H  4 . 0 と 比較

する と低 く 抑え られ てい た ( Ta b l e  6 .  2 )。こ の 傾向 は、 腐食 性

の高 い N a C l O 水 溶液 で顕 著 であ った 。 p H  4 . 0 の 0 . 0 9～ 2 . 1  M  

N a C l O 2 水 溶 液 の 場 合 、 金 属 イ オ ン 溶 出 量 は ほ ぼ 一 定 で あ り 、

相対 的 に 低 い 値 であ った（ 2 4～ 3 4  μ g / m 2）。特 に 、洗浄 力 が 大

きい p H  4 . 0 の 2 . 1  M  N a C l O 2 水 溶 液で は、 通 常の 使用 濃度 で

ある 0 . 0 0 3  M  N a C l O  ( p H  4 . 0 ,  1 0 . 0 )の水 溶液 と 比較 する と、 濃

度が 3 桁 も高 い にも かか わ らず 金属 イオ ン 溶出 量は 同等 か そ

れ以 下の 値 であ った 。弱酸 性の 高 濃度 N a C l O 2 水 溶 液を 使用 し

て も 、 ス テ ン レ ス 鋼 の 実 質 上 の 腐 食 の 危 険 性 は 低 い こ と が わ

かっ た。  

 

第 6 .  5 節   結 言  
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本章 では 、弱 酸性 の高 濃度 N a C l O 2 水溶 液が タ ンパ ク質 汚れ

に 対 し て 強 い 洗 浄 力 を 持 つ こ と が 明 ら か と な っ た 。 ま た 、 ス

テ ン レ ス 鋼 に 対 す る 腐 食 性 も 低 い こ と が 示 さ れ た 。 こ れ ら の

特性 は、弱酸 性 N a C l O 水 溶液 と の大 きな 相 違点 であ り、対象

に よ っ て は よ り 実 用 的 な 洗 浄 ・ 殺 菌 剤 と な り う る 可 能 性 を 示

唆し てい る 。  

次 節 で は 、 タ ン パ ク 質 よ り も 遙 か に 大 き い 微 生 物 細 胞 に 対

する N a C l O 2 水 溶 液の 洗浄 効 果を 調べ 、 N a C l O 2 の 洗浄 剤と し

ての 実用 性 につ いて さら に 検討 した 。   
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第 7 章  ス テ ン レ ス 鋼 に 付 着 し た V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 脱 着

に お よ ぼ す N a C l O 2 の 洗 浄 効 果 の 動 力 学 的 解 析  

 

第 7 .  1  節  緒 言  

水 系 洗 浄 に お い て 、 水 溶 液 の 溶 解 力 は 最 も 基 本 的 な 洗 浄 力

要素 であ る。第 6 章で は 、H N O 3 と N a O H で p H を 4 - 1 0 に調 整

し た 水 溶 液 で 脱 着 し な い ス テ ン レ ス 鋼 表 面 に 不 可 逆 吸 着 し た

B S A の脱 着に お よぼす N a C l O 2 の 洗浄 効果 を 調べ 、 p H が低 い

ほど 洗浄 効 果 が 高い こと 、 その 洗浄 効果 が H C l O 2 の分解 作用

に起 因す る こと を述 べた 。  

また 、第 5 章 で は P E T 表面 に 付 着し た V.  p a r a h a e m o l y t i c u s

に対 する N a C l O 2 の殺 菌効 果は H C l O 2 濃 度に 依存 し 、 浮 遊菌

とほ ぼ同 等 の作 用効 果で あ る と 結論 付け た 。ここ で 、H C l O 2 が

付 着 菌 の 洗 浄 除 去 に も 寄 与 し て い た と 仮 定 す る と 、 H C l O 2 は

付着 菌に 対 して 殺菌 かつ 洗 浄作 用を 示す こ とで P E T 表面 上の

生菌 数を 減 少さ せた こと に なる 。 N a C l O 2 濃度 は 、殺 菌 ( 1 . 1～

4 4  m M )と 洗 浄（ 9 0～ 2 , 1 0 0  m M）で は異 なる も のの 、確認 して

おく 必要 が ある 。  

本 章 で は 、 B S A の 分 子 サ イ ズ よ り も は る か に 大 き い V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s 細胞 に対 す る N a C l O 2 の洗 浄効 果 を明 らか に

する こと を 目的 とし た。  

 

第 7 .  2  節  実 験 方 法  

7 .  2 .  1  材 料 と 供 試 菌 お よ び 培 養 方 法  

 ステ ンレ ス 鋼 微粒 子 ( 0 . 3  m 2 / g )と N a C l O 2 は前 節 と同 じ試 薬

を 用 い た 。 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 培 養 お よ び 菌 懸 濁 液

( O D 6 6 0 = 2 . 0 )  の調 製方 法は 第 3 章 に示 した 。  
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7 .  2 .  2  V.  p a r a h a e m o l y t i c u s 付 着 ス テ ン レ ス 鋼 微 粒 子 の 調 製  

2 倍濃 縮し た 菌懸 濁液 ( O D 6 6 0 = 4 . 0 )  2 5  m l  と 5  g  の ステ ンレ

ス鋼 微粒 子 を 1 2 5  m l  容 積の ガラ スバ イア ル に入 れ、 密栓 後、

2 5℃ に設 定 した 恒温 水槽 に 入れ 、 1 2 0  r p m  で 2 時間 恒温 震 盪

し、V.  p a r a h a e m o l y t i c u s 付 着ス テ ン レス 鋼微 粒 子 を 調製 した 。

2 時間 後、遠 心管 に移 し、遠 心分 離 ( 1 , 1 6 0 × g ,  1 m i n )によ り ス テ

ンレ ス鋼 微 粒子 を回 収し た 。 ス テン レス 鋼 微粒 子 を 2 0  m l  の

0 . 9  %  N a C l で 5 回濯 ぎ、4 0℃ で 1 6 時間 乾燥 さ せた 後 に 実験 に

使用 した 。  

 

7 .  2 .  3  洗 浄 実 験  

 回 分洗 浄 は、V.  p a r a h a e m o l y t i c u s が付 着 し た 0 . 5  g  のス テン

レス 鋼微 粒 子 と 5  m l  の洗 浄 液 を 2 5  m l のガ ラ ス製 バイ ア ル

に入れ 4 0℃ で 2 時間 恒温 震 盪 す るこ とに よ り行 った 。洗浄 液

として N a C l O 2  水溶 液 ( 0 . 0 9～ 2 . 1  M )を 使 用し た。洗浄液 p H は

H N O 3 水 溶液 で p H 4～ 1 0 の 範囲 に 調整 した 。洗 浄後 の濯 ぎ、V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s の定 量に つ いて は ( 2 .  2 .  3 )と同 様 にし て行 っ

た。  

連続 洗浄 実 験は 、 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s が付 着し た 1 . 8  g の ス

テ ン レ ス 鋼 微 粒 子 を ( 5 .  2 .  3 )に 示 し た ス テ ン レ ス 鋼 製 カ ラ ム

に入 れ、 カ ラム 底部 よ り 0 . 1  m l / m i n  の 流 速で 洗 浄液 ( 0 . 0 9  M  

N a C l O 2 ,  p H  4 . 0 )を送 液す る こと で 行 った (空間 時 間 τ = 4 分 )。

洗浄 温度 は 4 0℃ ～ 8 0℃と し た。 脱着 し た V.  p a r a h a e m o l y t i c u s

が含 まれ る 洗浄 液 を 経時 的 に 採 取し 、採 取 した 洗浄 液 9 0 0  μ l  

に対 して 1 0 0  μ l  の 1  M  N a O H  水 溶液 を添 加 し 、 3 0 分間 反応

させ るこ と で菌 体を 完全 に 溶菌 させ た。V.  p a r a h a e m o l y t i c u s を

完全 に溶 菌 させ た。脱 着 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s 量は L o w r y - F o l i n

法 で 全 タ ン パ ク 質 量 と し て 定 量 し た 5 7 ,  9 2 ) 。 残 存 V.  



- 83 - 

 

p a r a h a e m o l y t i c u s 量 は 全 炭 素 量 と し て 有 機 体 炭 素 測 定 装 置 で

定量 し た。 洗 浄 時間 に 対し て 、 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 残 存量

( Γ )の 自然 体数 値 ( l n Γ )をプ ロ ット し 脱着 曲線 を 得 た。得ら れた

脱着 曲線 は 式 6 .  1 また は式 6 .  2 によ り解 析 した 。  

 

第 7 .  3 節  結 果  

7 .  3 .  1  V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 除 去 に お よ ぼ す N a C l O 2 水 溶 液

の p H と 濃 度 の 影響  

 F i g .  7 .  1 に V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の除 去に お よぼ す N a C l O 水

 

F i g .  7 .  1   E f f e c t  o f  p H  o f  N a C l O  ( A )  a n d  p H  a n d  

c o n c e n t r a t i o n  o f  N a C l O 2  ( B )  o n  t h e  r e m o v a l  

e f f i c a c y  o f  V.  p a r a h a e m o l y t i c u s  f r o m  s t a i n l e s s  

s t e e l  p a r t i c l e s  d u r i n g  b a t c h  c l e a n i n g  f o r  2 h  a t  

4 0  ° C .   T h e  p H  v a l i e s  o f  N a C l O  a n d  N a C l O 2  

s o l u t i o n s  w e r e  a d j u s t e d  w i t h  H N O 3 .   N a C l O  

c o n c e t r a t i o n s  w e r e  0  ( ● )  a n d  3  m M  (□ )  a n d  

N a C l O 2  c o n c e n t r a t i o n  w e r e  0  ( ● ) ,  0 . 0 9  M  (△ ) ,  

0 . 5 4  M  ( ▲ ) ,  a n d  2 . 1  M  ( ○ ) .  
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溶液 の p H の影 響 およ び N a C l O 2 水 溶液 の p H と濃 度 の影 響を

示す 。 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 初期 付着 量は 2 . 9  m g  d r y  c e l l s / m 2

で あ っ た 。 N a C l O と N a C l O 2 未 添 加 の 場 合 、 p H  4 - 8 で は V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s の除 去率 は 5 %未 満で あっ た が、 p H  1 0 で は

2 2 %に達 し た 。 3  m M の N a C l O を 添加 した 場 合は p H の増 加 と

とも に除 去 率は 向上 し p H  1 0 の場 合 7 7 . 0 %に到 達 し た  ( F i g .  7 .  

1 A )。N a C l O 2 水 溶 液で 洗浄 を 行っ た場 合、  p H  4 - 8 の範 囲で は

0 . 0 9  M から 2 . 1  M に N a C l O 2 濃度 を増 加さ せ ると 濃度 に依 存

した 除去 率 の向 上が 見ら れ、p H 4 で 2 . 1  M の N a C l O 2 を 添加 し

た場 合、 除 去率 は 7 9 . 9 %ま で到 達し 、 N a C l O と 同等 の洗 浄 効

果が 得ら れ た ( F i g .  7 .  1 B )。  

なお 、第 5 章 での p H  4 . 0～ 6 . 0 の N a C l O 2 水 溶液 ( 1 . 1～ 2 2  m M )

は、 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 除 去に 影響 し ない こ と が確 認 され

た。  

 

7 .  3 .  2  V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 除 去 に お よ ぼ す N a C l O 2 水 溶

液 の 温 度 の 影 響  

F i g .  7 .  2  に 、 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s が付 着し た ステ ンレ ス鋼

を 0 . 0 9  M  N a C l O 2 水溶液 ( p H  4 . 0 )を用 い て 4 0～ 8 0℃で 連続 洗

浄し た とき の 菌 体の 脱 着曲 線 を 示す 。 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の

初期 付着 量 は 1 . 9  m g  d r y  c e l l s / m 2 であ った 。 4 0℃ で洗 浄を 行

った 場 合、 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は 非常 に 緩慢 に 直 線的 に 脱着

した 。洗 浄 温度 を 6 0℃ に上 昇さ せる と、 洗 浄時 間 4 0 分 まで

は 4 0℃ で 得ら れ た脱 着曲 線 と一 致し たが 、徐々 に脱 着が 促 進

され 、 8 0 分以 降 から 直線 状 に脱 着す る領 域 が見 られ た 。洗 浄

温度 を 7 0℃～ 8 0℃に 上昇 さ せる と温 度の 上 昇に 依存 して 脱 着

誘 導 期 が 短 縮 し 、 そ の 後 に 速 や か に 脱 着 す る 領 域 と 緩 や か に

脱 着 す る 領 域 が 確 認 さ れ た 。 洗 浄 初 期 の 脱 着 速 度 を 反 映 す る
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k f 値 の 算 出 の た め に 、4 0℃と 6 0℃ で 得ら れた 脱 着曲 線に は式 6 .  

2 を、 7 0℃ と 8 0℃で 得ら れ た脱 着曲 線に は式 6 .  1 を適 合さ せ

た。 F i g .  7 .  2 の 実線 は式 6 .  1 ま たは式 6 .  2 を 適 合さ せて 得 ら

れた 曲線 で ある 。適合 の結 果 、k f 値 は 5 . 3  ×  1 0 - 4  m i n - 1  ( 4 0  ° C )、

8 . 8  ×  1 0 - 3  m i n - 1  ( 6 0  ° C )、 3 . 6  ×  1 0 - 2  m i n - 1  ( 7 0  ° C )、 4 . 8  ×  1 0 - 2  

m i n - 1  ( 8 0  ° C )と 算 出さ れた 。  

 

7 .  3   A r r h e n i u s プ ロ ッ ト  

 F i g .  7 .  2  よ り 得ら れた k f 値を A r r h e n i u s 式に 従 い再 プロ ッ

トし た結 果を F i g .  7 .  3  に示 す 。良 好な 直線 関 係が 得ら れて お

り k f が A r r h e n i u s 型 の温 度依 存 性 を示 すこ と が 確 認さ れた 。

この 直線 の 傾き から E a 値は 1 0 0  k J / m o l  と 概算 さ れた 。  

 

F i g .  7 .  2   E f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e  o f  0 . 0 9  M  N a C l O 2  s o l u t i o n  

a t  p H 4  o n  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  V.  p a r a h a e m o l y t i c u s  

r e m o v a l  f r o m  s t a i n l e s s  s t e e l  p a r t i c l e s .  Te m p e r a t u r e s  

w e r e  4 0  ( ● ) ,  6 0  (△ ) ,  7 0  (▲ ) ,  a n d  8 0  ° C  ( ○ ) .  
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第 7 . 4 節   考 察  

V.  p a r a h a e m o l y t i c u s はリ ポ タン パ ク質 、リ ポ 多糖 、リン 脂質

な ど の 高 分 子 が 菌 体 の 最 表 面 に 存 在 す る グ ラ ム 陰 性 細 菌 で あ

り、E P S（ア ミ ノ 基、リン 酸基 、カ ルボ キシ ル 基な ど）を生 成

す る こ と が 知 ら れ て い る 。 一 章 で は ス テ ン レ ス 鋼 表 面 と V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s 表 面 は ど ち ら も 水 溶 液 中 で 電 気 的 に 両 性 の

性質 を 示し 、 V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は前 述 の官 能 基 を介 し てス

テ ン レ ス 鋼 表 面 に 不 可 逆 的 に 付 着 す る こ と 、 そ し て ア ル カ リ

性 水 溶 液 ( p H  1 0～ 1 3 )に よ る 洗 浄 作 用 は こ れ ら の 官 能 基 と ス

テン レス 鋼 表面 に水 酸化 物 イオ ン ( O H - )が 吸着 し 、結果 とし て

静 電 的 反 発 力 が 増 大 す る こ と に よ り 発 揮 さ れ る こ と を 報 告 し

た。  

O H -の 洗浄 力 が発 現し ない p H 領 域 ( p H  4 . 0～ 1 0 . 0 )に おい て、

 

F i g .  7 .  3   A r r h e n i u s  p l o t  o f  k f  v a l u e s  d e r i v e d  f r o m  

c l e a n i n g  c u r v e s  a t  v a r i o u s  t e m p e r a t u r e s .  
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V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 付着 菌体 に 対す る N a C l O と N a C l O 2 の

洗 浄 効 果 に お け る p H 依 存 性 は 対 照 的 で あ っ た ( F i g .  7 .  1 )。

N a C l O 水溶 液 の 洗浄 の場 合 、除 去率 は p H が 上 昇す るほ ど 増

大し た。す なわ ち 、V.  p a r a h a e m o l y t i c u s に 対 する 洗浄 力は C l O -

濃度 に依 存 して おり 、H C l O は 洗 浄力 を持 た ない こと を意 味 し

てい る。一方、高 濃度 ( 2 . 1  M )の N a C l O 2 水 溶液 の 洗 浄で は、除

去 率 は p H が 低 下 す る ほ ど 増 大 し た 。 こ れ は 、 V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s に 対 す る N a C l O 2 水 溶 液 の 洗 浄 力 因 子 が

H C l O 2 であ る こ とを 示し て いる 。ここ で得 ら れた N a C l O 2 洗 浄

の p H 依 存性 は、 ステ ンレ ス 鋼に 不可 逆吸 着 した B S A を洗 浄

対象 とし た 系で 得ら れた 結 果と 類似 して い た ( 6 章 )。6 章で は、

H C l O 2 に よる B S A 分子 の 酸化 分 解 (低分 子 化 )が主 要な 除去 メ

カニ ズム で ある こと が明 ら かと なっ てい る 。  

V.  p a r a h a e m o l y t i c u s に 対す る H C l O 2 の洗浄 作用 の 律 速段 階

は、k f 値 の熱 依 存 性か ら考 察 でき る。p H  4 . 0 の N a C l O 2 水 溶液

よ る V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 洗 浄効 果の 動力 学 的解 析に より 得

られ た k f 値は A r r h e n i u s 型の 温 度 依存 性を 示 し、 E a 値は 1 0 0  

k J / m o l と概 算さ れた。こ の値 は、N a C l O 2 水 溶 液を 用いた B S A

の除 去に お いて 得ら れた 1 2 0  k J / m o l と 近似 し た値 であ った ( 6

章 )。こ の 相対 的 に大 きい E a 値 は 、全 乳の 熱 変性 タン パク 質

汚れが O H -と熱 によ り可 溶 化 (膨 潤、加 水 分解 )さ れて 除去 さ れ

る 洗 浄 過 程 で 得 ら れ た 値 ( 6 7～ 1 3 8  k J / m o l )  と 同 等 で あ っ た 。

一般 に 、系 全体 の 律速 とな る 素過 程の 温度 依 存性 が E a 値 に 反

映さ れる こ とか ら、 p H  4 . 0 の N a C l O 2 水 溶液 に よ る洗 浄過 程

の律 速が 、拡 散 過 程で はな く、酸 化 分解 (化 学 反応 )過 程で ある

こと を示 唆 して いる 。 H C l O 2 が V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の細 胞 表

層 の 官 能 基 と ス テ ン レ ス 鋼 表 面 間 の 吸 着 相 互 作 用 に ど の よ う

に 作 用 す る か は 不 明 で あ る が 、 H C l O 2 の 酸 化 分 解 作 用 が V.  
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p a r a h a e m o l y t i c u s の 脱 着 の 促 進 に 大 き く 関 与 し て い る こ と が

示唆 され た 。  

 

第 7 .  5 節   結 言  

ステ ンレ ス 鋼表 面に 付着 した V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の N a C l O 2

の洗 浄効 果を p H 4 - 1 0 の範 囲 で調 べ 、 弱酸 性 の高 濃度 N a C l O 2

水溶 液が ス テン レス 鋼表 面 に付 着し た V.  p a r a h a e m o l y t i c u s に

対し て洗 浄 作用 を持 つこ と が明 らか とな っ た。 低 p H 領 域で

H C l O 2 が 殺 菌 効 果 ば か り で な く 洗 浄 効 果 を 示 す と い う 特 徴 は 、

H C l O と の 大 き な 相 違 点 で あ る 。 ま た N a C l O 2 の 腐 食 性 は

N a C l O よ りも 低 いこ とも わ かっ てい る。 こ れら の特 徴か ら 、

洗浄 対象 が 耐食 性の 低い 材 料で ある 場合 、N a C l O 2 が実 用的 な

洗浄 ・殺 菌 剤 と なる 可能 性 が 示 され た 。   
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第 8 章  総 括  

本 論 文 で は 、 水 産 加 工 業 を は じ め と す る 食 品 産 業 全 般 に お

け る 洗 浄 ・ 殺 菌 技 術 の 最 適 化 を 目 的 に 、 海 洋 性 食 中 毒 菌 で あ

る V.  p a r a h a e m o l y t i c u s と 牛血 清 アル ブミ ン ( B S A )を処 理対 象

と し て 、 食 品 添 加 物 に 指 定 さ れ た 塩 素 系 酸 化 剤 で あ る 次 亜 塩

素 酸 ナ ト リ ウ ム ( N a C l O ) お よ び 亜 塩 素 酸 ナ ト リ ウ ム ( N a C l O 2 )

の 固 液 界 面 に お け る 作 用 機 序 の 解 明 と 効 率 的 な 利 用 技 術 の 開

発に 取り 組 んだ 。  

微 生 物 は 、 自 然 界 の あ ら ゆ る 所 に 生 息 し て い る 。 当 然 な が

ら 水 産 物 、 農 産 物 、 畜 産 物 は 無 菌 生 物 で は な く 、 一 般 細 菌 を

含 め て 比 較 的 多 く の 微 生 物 が 混 在 し て い る 。 こ れ ら の 原 材 料

を貯 蔵し 、加工 処 理す る場 合 、取 り 扱う 環境 に よっ ては 変質 、

変 敗 が 起 こ る こ と が あ る 。 ま た 、 加 工 処 理 時 に 原 材 料 中 の 病

原 菌 が 製 造 機 器 （ 機 械 、 装 置 、 器 具 ） や ふ き ん 、 加 工 従 事 者

等 を 介 し て 製 品 に 混 入 し 、 二 次 汚 染 を 引 き 起 こ す 危 険 性 が あ

る 。 こ の よ う に 、 実 際 の 食 品 加 工 現 場 で は 水 溶 液 中 に 浮 遊 状

態 で 存 在 す る 微 生 物 の み な ら ず 、 固 体 表 面 に 付 着 し た 微 生 物

を対 象と す る洗 浄・ 殺菌 処 理の 最適 化が 課 題と なっ てい る 。  

微 生 物 の 多 く は 、 界 面 を 住 処 と し て い る 。 そ し て 、 水 の あ

る と こ ろ に 微 生 物 は 増 殖 し 、 や が て バ イ オ フ ィ ル ム を 形 成 し

て 各 種 薬 剤 に 対 し て 抵 抗 性 示 す よ う に な る 。 そ の た め 、 で き

る だ け 早 い 段 階 で 栄 養 源 と な る 有 機 物 や 微 生 物 を 除 去 す る か

殺 菌 す る 必 要 が あ る 。 こ の 点 に お い て 、 周 期 的 に 繰 り 返 し 実

施す る洗 浄 およ び殺 菌操 作 の果 たす 役割 は きわ めて 大き い 。  

二 次 汚 染 対 策 を 目 的 と す る 洗 浄 ・ 殺 菌 操 作 の 最 適 化 を 探 る

研 究 に お い て は 、 界 面 に 存 在 す る 微 生 物 の 生 菌 数 を 正 確 に 測

定す る技 術 が求 めら れる 。 この 方法 とし て 、第 1 章 では 微生

物 熱 量 計 を 用 い る こ と に よ り 、 未 付 着 （ 浮 遊 ） 状 態 の V.  
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p a r a h a e m o l y t i c u s の 比 増 殖 速 度 に 及 ぼ す 環 境 因 子 の 影 響 を 測

定す るこ と が可 能で ある こ とを 示す とと も に、 付着 状態 の V.  

p a r a h a e m o l y t i c u s に 対 し て は 脱 着 操 作 な し で 生 菌 数 を 正 確 に

測定 でき る こと を実 証 し た 。  

固 液 界 面 へ の 有 機 物 汚 れ や 微 生 物 の 付 着 は 、 自 発 的 に 起 こ

る 。 洗 浄 操 作 の 効 率 を 向 上 さ せ る た め に は 、 微 生 物 と 被 洗 浄

体 （ 本 論 文 で は ス テ ン レ ス 鋼 ） の 表 面 特 性 や 吸 着 相 互 作 用 の

形 態 、 そ し て 固 液 界 面 に お け る 各 洗 浄 力 要 素 の 作 用 機 序 に 対

する 正し い 理解 が必 要で あ る。 第 2 章で は、 液 相微 粒子 分 散

系 に お い て 、 コ ロ イ ド 化 学 の 分 析 手 法 で あ る 電 位 差 滴 定 法 を

用い て、 ス テン レス 鋼（ 粒 子） およ び V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の

細胞 表層 の 表面 電荷 密度 を p H の 関数 とし て 測定 し、付 着・脱

着挙 動に お よぼ す p H の 影響 を 静電 的相 互 作用 の観 点か ら 考

察す る こ と がで きた 。V.  p a r a h a e m o l y t i c u s は、ステ ンレ ス鋼 表

面と の間 に 斥力 が働く p H で も 自発 的か つ 不可 逆的 に付 着 す

るこ と、最 大付 着 量が V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 零 電荷 点 の p H 付

近で 得ら れ るこ と、 そし て O H -イオ ンの 増 加に より 脱着 が 促

進 さ れ る こ と を 示 し 、 タ ン パ ク 質 や 多 糖 類 、 ム チ ン （ 糖 タ ン

パ ク 質 ） の 脱 着 挙 動 と 一 致 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。 す な

わ ち 、 有 機 物 汚 れ と 付 着 微 生 物 の 洗 浄 条 件 は 同 一 条 件 で 良 い

とい う従 来 の認 識を 再確 認 する こと がで き た。  

次亜 塩素 酸 ( H C l O )は 、水 溶 液の p H に 依存 して 次 亜塩 素酸

イオ ン ( C l O - )と水 素イ オン ( H + )に解 離す る 。本 論 文で も示 した

よう に 、 非 解 離 H C l O は 微生 物細 胞の 形質 膜 に対 する 膜透 過

性が ある た め V.  p a r a h a e m o l y t i c u s に対 して 強 い殺 菌効 果を 持

つが（第 3 章）、ステ ンレ ス 鋼表 面上 の V.  p a r a h a e m o l y t i c u s や

B S A に対 す る洗 浄力 を持 た ない（第 6 章 、 7 章 ）。一 方、 C l O -

は 酸 化 分 解 と 吸 着 置 換 反 応 に よ り 強 い 洗 浄 効 果 を 持 つ こ と を
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示し た 。こ の よ うに 、p H に 依 存 する H C l O と C l O -の 割合 なら

び に 濃 度 の 調 整 が 次 亜 塩 素 酸 水 溶 液 の 産 業 利 用 上 の 鍵 と な る

が、 N a C l O の 殺 菌力 と洗 浄 力 が 異な る p H 領 域 に最 適条 件 が

存在 す る こ とが 作業 効率 の 上で 一つ の 壁 と なっ てい た 。  

ま た 、 メ カ ニ ズ ム は 不 明 で あ る が 、 微 生 物 は 固 体 表 面 に 付

着す るこ と によ り H C l O に対 す る抵 抗性 が 向上 する こと が 経

験的 に知 ら れて いる 。第 3 章 で は、 P E T 表 面 に 付着 する だ け

で N a C l O に対 す る抵 抗性 が 6～ 7 倍向 上す る こと を明 らか に

した。H C l O 濃度 を高 める と 殺菌 効果 は増 大 する が、弱 酸 性領

域で 高濃 度 の H C l O を 用 いる と 金 属腐 食性 が 著し く高 まる と

い う 問 題 も 抱 え て い る 。 そ の た め 、 付 着 菌 に 対 し て は 、 殺 菌

の前 に洗 浄 操作 でで きる だ け除 去す る必 要 があ った 。  

この 点に お いて 、 N a C l O の 代替 酸化 剤と し て 穏 和な 酸化 剤

である N a C l O 2 の 洗浄・殺 菌効 果を 検討 した 結 果、弱 酸性 かつ

高濃 度 の N a C l O 2 水溶 液 が V.  p a r a h a e m o l y t i c u s に 対 して 強力

な殺 菌作 用 を持 つ こ と（第 4 章 、 5 章）、そ して ステ ンレ ス 鋼

表面 上 の B S A や V.  p a r a h a e m o l y t i c u s に対 する 洗 浄 力を 持つ こ

とが 明ら か とな った （ 第 6 章 、 7 章 ）。 また 、 N a C l O 2 水溶 液

( p H 6 . 5 ) の 有 意 な 殺 菌 効 果 は 、 魚 肉 練 り 製 品 の 腐 敗 菌 で あ る

P s e u d o m o n a s 属 菌 や、グ ラ ム陽 性 菌 ( S .  a u re u s )、グ ラム 陰性 菌

( E .  c o l i )に 対 し て も実 証さ れ た 。 すな わち 、 N a C l O 2 の洗 浄・

殺菌 効果 を 示す 最適 p H が同 じ 弱酸 性領 域 にあ る点 で、 殺 菌

兼 用 の 洗 浄 操 作 が 行 え る こ と に な る 。 ま た 、 弱 酸 性 の 高 濃 度

N a C l O 2 水 溶液 は 付着 菌に 対 して も N a C l O と比 較 する と殺 菌

効果 は大 き く減 少す るこ と はな く（第 5 章）、さ らに ステ ン レ

ス 鋼 の 実 質 上 の 腐 食 の 危 険 性 は 低 い こ と が 示 さ れ た 。 本 論 文

は、 非解 離 H C l O 2 が主た る殺 菌因 子で ある ば かり でな く 、 洗

浄因 子で も ある こと を 示 し た 初 めて の研 究 であ る。  
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従 来 、 塩 素 系 酸 化 剤 を 用 い た 洗 浄 ・ 殺 菌 操 作 は 、 金 属 腐 食

性 や 揮 発 性 、 作 業 員 の 安 全 を 考 慮 し て 低 温 で 行 わ れ る こ と が

多 か っ た 。 特 に 、 生 鮮 魚 介 類 や カ ッ ト 野 菜 の 洗 浄 ・ 殺 菌 処 理

の場 合、チラ ー 水（ 5℃ 前後 ）に 塩素 系酸 化 剤を 添加 して 実 施

され てい る ケー スが 多い 。一方 、N a C l O 2 に よ る酸 化反 応は 化

学 反 応 の 一 つ で あ り 、 基 本 的 に 熱 に よ っ て 促 進 さ れ る 。 洗 浄

と 殺 菌 を 目 的 と す る の で あ れ ば 、 水 溶 液 を 冷 却 す る ほ ど 作 用

効果 は減 少 する こと にな る 。  

洗 浄 ・ 殺 菌 効 率 を 図 る 因 子 の 一 つ と し て 、 所 望 す る 清 浄 度

を 得 る ま で の 「 時 間 」 が あ る 。 洗 浄 速 度 お よ び 殺 菌 速 度 が 大

き い ほ ど 、 操 作 効 率 は 向 上 す る こ と に な る 。 そ こ で 、 本 論 文

では 、N a C l O 2 に よる 洗浄・殺菌 効果 に及 ぼ す温 度の 影響 を 速

度論 的に 明 らか にし た。まず 、V.  p a r a h a e m o l y t i c u s に対 する 弱

酸 性 の N a C l O 2 水 溶 液 の 殺 菌 効 果 で は 、 一 次 殺 菌 速 度 定 数 は

A r r h e n i u s 型 の 温 度依 存性 を 示し 、見掛 けの 活 性化 エネ ルギ ー

( E a )は 4 3 . 5  k J / m o l と概 算さ れ、 殺 菌速 度は 1 0℃ 毎 に約 1 . 8 倍

増加 する こ とを 示し た （ 第 4 章）。ま た、 弱 酸性 の N a C l O 2 水

溶液 を用 い た洗 浄 に おけ る B S A と V.  p a r a h a e m o l y t i c u s の 一 次

脱着 速度 定 数 は 、い ずれ も A r r h e n i u s 型 の温 度依 存性 を示 し 、

E a は 1 0 0～ 1 2 0  k J / m o l と概 算 され 、洗浄 速度 は 1 0℃ 毎に約 3 . 0

～ 3 . 7 倍 増加 す る こと も示 し た （ 第 6 章、 7 章 ）。 そし て、 過

去の C l O -の洗 浄 に関 する 先 行研 究と 、本論 文 の 脱着 速度 の 熱

依 存 性 お よ び 脱 着 し た タ ン パ ク 質 の 低 分 子 化 デ ー タ に 基 づ い

て 、 C l O -の 洗 浄 効 果 は 固 液 界 面 に お け る 汚 れ の 酸 化 分 解 と 吸

着 置 換 が 主 で あ る の に 対 し て 、 H C l O 2 水 溶 液 に よ る 洗 浄 効 果

は 汚 れ の 酸 化 分 解 作 用 が 主 で 、 吸 着 置 換 反 応 の 果 た す 役 割 は

小さ いと 結 論付 けた 。  
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 以 上 、 本 論 文 に お い て 、 微 生 物 熱 量 計 を 用 い て 浮 遊 菌 お よ

び 付 着 菌 の 生 菌 数 な ら び に 増 殖 活 性 を 測 定 す る 評 価 系 を 構 築

し、N a C l O と N a C l O 2 の 殺菌 効 果に 及ぼす p H  お よ び温 度の 影

響を 首尾 良 く解 析す るこ と がで きた 。そ し て、 N a C l O の洗 浄

力（ア ルカ リ 性 ）と殺 菌力（ 弱 酸 性 ）は 異な る p H 領域 に最 適

条件 が存 在 す る こと を示 す 一方 で、N a C l O 2 の洗 浄・殺菌 力 に

おい ては い ずれ も H C l O 2（弱 酸 性） が主 た る活 性因 子で あ る

こと を示 し た 。さ らに 、H C l O 2 の洗 浄・殺 菌効 果 を引 き出 すに

は 、 温 度 の 併 用 が 極 め て 効 果 的 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。

本 論 文 は 、 あ く ま で 実 験 室 レ ベ ル の 洗 浄 ・ 殺 菌 系 に 基 づ く 結

果 で は あ る も の の 、 製 造 現 場 で 効 率 的 な 洗 浄 ・ 殺 菌 操 作 を 実

施 す る た め の 学 術 的 か つ 実 用 的 な 知 見 が 取 得 で き た と 考 え て

い る 。 本 論 文 で 明 ら か に し た 知 見 が 、 食 品 加 工 現 場 に お け る

多 く の 塩 素 系 酸 化 剤 （ 高 度 さ ら し 粉 、 塩 素 化 イ ソ シ ア ヌ ル 酸

ナ ト リ ウ ム 、 次 亜 塩 素 酸 水 、 結 合 塩 素 、 二 酸 化 塩 素 等 ） の 利

用 法 の 改 善 、 さ ら に は 新 規 技 術 の 発 展 に 少 し で も 役 立 て ば 幸

いで ある 。   
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J .  G e n .  M i c r o b i o l . ,  8 0 ,  5 4 1 - 5 4 8 .  

4 0 )  N a u g h t o n ,  L .  M . ,  B l u m e r m a n ,  S .  L . ,  C a r l b e r g ,  M . ,  a n d  B o y d ,  

E .  F.  ( 2 0 0 9 )  O s m o a d a p t a t i o n  a m o n g  Vi b r i o  s p e c i e s  a n d  
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u n i q u e  g e n o m i c  f e a t u r e s  a n d  p h y s i o l o g i c a l  r e s p o n s e s  o f  

Vi b r i o  p a r a h a e m o l y t i c u s .  A p p l .  E n v i ro n .  M i c ro b i o l . ,  7 5 ,  

2 8 0 2 - 2 8 1 0 .  

4 0 )  W h i t a k e r ,  W.  B . ,  a n d  B o y d ,  E .  F.  ( 2 0 1 2 )  A d a p t a t i o n s  t o  

e n v i r o n m e n t a l  c h a n g e s :  s t r e s s  r e s p o n s e  m e c h a n i s m s  a m o n g  

Vi b r i o  s p e c i e s ,  p .  2 0 1 - 2 2 8 .  I n  S t re s s  R e s p o n s e  i n  

M i c ro b i o l o g y  ( R e q u e n a ,  J .  M .  e d . ) ,  C a i s t e r  A c a d e m i c  P r e s s ,  

N o f o l k .  

4 2 )  K o g a ,  T. ,  K a t a g i r i ,  T. ,  H o r i ,  H . ,  a n d  Ta k u m i ,  K .  ( 2 0 0 2 )  

A l k a l i n e  a d a p t a t i o n  i n d u c e s  c r o s s - p r o t e c t i o n  a g a i n s t  s o m e  

e n v i r o n m e n t a l  s t r e s s e s  a n d  m o r p h o l o g i c a l  c h a n g e  i n  Vi b r i o  

p a r a h a e m o l y t i c u s .  M i c ro b i o l .  R e s . ,  1 5 7 ,  2 4 9 – 2 5 5 .  

4 3 )  K r u l w i c h ,  T.  A .  ( 1 9 8 3 )  N a + / H +  a n t i p o r t e r s .  B i o c h i m .  B i o p h y s .  

A c t a ,  7 2 6 ,  2 4 5 – 2 6 4 .  

4 4 )  P a d a n ,  E . ,  a n d  S c h u l d i n e r ,  S .  ( 1 9 9 4 )  M o l e c u l a r  p h y s i o l o g y  

o f  N a + / H +  a n t i p o r t e r s ,  k e y  t r a n s p o r t e r s  i n  c i r c u l a t i o n  o f  N a +  

a n d  H +  i n  c e l l s .  B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a ,  11 8 5 ,  1 2 9 – 1 5 1 .  

4 5 )  T a g l i c h t ,  D . ,  P a d a n ,  E . ,  a n d  S c h u l d i n e r ,  S .  ( 1 9 9 3 )  P r o t o n -

s o d i u m  s t o i c h i o m e t r y  o f  N h a A ,  a n  e l e c t r o g e n i c  a n t i p o r t e r  

f r o m  E s c h e r i c h i a  c o l i . .  J .  B i o l .  C h e m . ,  2 6 8 ,  5 3 8 2 – 5 3 8 7 .  

4 6 )  K u r o d a ,  T. ,  S h i m a m o t o ,  T. ,  I n a b a ,  K . ,  Ts u d a ,  M . ,  a n d  

Ts u c h i y a ,  T.  ( 1 9 9 4 )  P r o p e r t i e s  a n d  s e q u e n c e  o f  t h e  N h a A 

N a + / H +  a n t i p o r t e r  o f  Vi b r i o  p a r a h a e m o l y t i c u s .  J .  B i o c h e m . ,  

11 6 ,  1 0 3 0 – 1 0 3 8 .   

4 7 )  N o z a k i ,  K . ,  I n a b a ,  K . ,  K u r o d a ,  T. ,  Ts u d a ,  M . ,  a n d  Ts u c h i y a ,  

T.  ( 1 9 9 6 )  C l o n i n g  a n d  s e q u e n c i n g  o f  t h e  g e n e  f o r  N a + / H +  

a n t i p o r t e r  o f  Vi b r i o  p a r a h a e m o l y t i c u s .  B i o c h e m .  B i o p h y s .  

R e s .  C o m m u n . ,  2 2 2 ,  7 7 4 – 7 7 9 .  
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4 8 )  N o z a k i ,  K . ,  K u r o d a ,  T . ,  M i z u s h i m a ,  T . ,  a n d  T s u c h i y a ,  T .  

( 1 9 9 8 )  A  n e w  N a + / H +  a n t i p o r t e r ,  N h a D ,  o f  Vi b r i o  

p a r a h a e m o l y t i c u s .  B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a ,  1 3 6 9 ,  2 1 3 – 2 2 0 .  

4 9 )  M a t t i l a - S a n d h o l m ,  T . ,  a n d  W i r t a n e n ,  G .  ( 1 9 9 2 )  B i o f i l m  

f o r m a t i o n  i n  t h e  i n d u s t r y :  a  r e v i e w .  F o o d  R e v .  I n t . ,  8 ,  5 7 3 -

6 0 3 .  

5 0 )  K u m a r ,  C .  G . ,  a n d  A n a n d ,  S .  K .  ( 1 9 9 8 )  S i g n i f i c a n c e  o f  

m i c r o b i a l  b i o f i l m s  i n  f o o d  i n d u s t r y :  a  r e v i e w .  I n t .  J .  F o o d  

M i c r o b i o l . ,  4 2 ,  9 - 2 7 .  

5 1 )  M o r i s a k i ,  H . ,  N a g a i ,  S . ,  O h s h i m a ,  H . ,  I k e m o t o ,  E . ,  a n d  

K o g u r e ,  K .  ( 1 9 9 9 )  T h e  e f f e c t  o f  m o t i l i t y  a n d  c e l l - s u r f a c e  

p o l y m e r s  o n  b a c t e r i a l  a t t a c h m e n t .  M i c ro b i o l o g y ,  1 4 5 ,  2 7 9 7 -

2 8 0 2 .  

5 2 )  B r a m h a c h a r i ,  P.  V,  K a v i  K i s h o r ,  P.  B . ,  R a m a d e v i ,  R . ,  K u m a r ,  

R . ,  R a o ,  B .  R . ,  D u b e y,  S .  K .  ( 2 0 0 7 )  I s o l a t i o n  a n d  

c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  m u c o u s  e x o p o l y s a c c h a r i d e  ( E P S )  

p r o d u c e d  b y  Vi b r i o  f u r n i s s i i  s t r a i n  V B 0 S 3 .  J .  M i c ro b i o l .  

B i o t e c h n o l . ,  1 7 ,  4 4– 5 1 .  

5 3 )  K a v i t a ,  K . ,  M i s h r a ,  A . ,  a n d  J h a ,  B .  ( 2 0 11 )  I s o l a t i o n  a n d  

p h y s i c o - c h e m i c a l  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  e x t r a c e l l u l a r  p o l y m e r i c  

s u b s t a n c e s  p r o d u c e d  b y  t h e  m a r i n e  b a c t e r i u m  Vi b r i o  

p a r a h a e m o l y t i c u s .  B i o f o u l i n g ,  2 7 ,  3 0 9 - 3 1 7 .  

5 4 )  K a v i t a ,  K . ,  M i s h r a ,  A . ,  a n d  J h a ,  B .  ( 2 0 1 3 )  E x t r a c e l l u l a r  

p o l y m e r i c  s u b s t a n c e s  f r o m  t w o  b i o f i l m  f o r m i n g  Vi b r i o  

s p e c i e s :  C h a r a c t e r i z a t i o n  a n d  a p p l i c a t i o n s .  C a r b o h y d r.  

P o l y m . ,  9 4 ,  8 8 2 - 8 8 8 .  

5 5 )  F u k u z a k i ,  S . ,  Ta k e h a r a ,  A . ,  Ta k a h a s h i ,  K . ,  H i r a m a t s u ,  M . ,  

a n d  K o i k e ,  K .  ( 2 0 0 3 )  C o n t r o l  o f  t h e  s u r f a c e  c h a r g e  a n d  



- 103 - 

 

i m p r o v e d  c o r r o s i o n  r e s i s t a n c e  o f  s t a i n l e s s  s t e e l  b y  t h e  

c o m b i n e d  u s e  o f  g a s e o u s  o z o n e  a n d  h e a t .  J .  S u r f a c e  F i n i s h .  

S o c .  J p n . ,  5 4 ,  1 0 3 4 - 1 0 4 2 .  

5 6 )  U r a n o ,  H .  a n d  F u k u z a k i ,  S .  ( 2 0 0 0 )  C o n f o r m a t i o n  o f  a d s o r b e d  

b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  g o v e r n i n g  i t s  d e s o r p t i o n  b e h a v i o r  a t  

a l u m i n a - w a t e r  i n t e r f a c e s .  J .  B i o s c i .  B i o e n g . ,  9 0 ,  1 0 5 - 111 .  

5 7 )  U r a n o ,  H . ,  a n d  F u k u z a k i ,  S .  ( 2 0 0 2 )  A d h e s i o n  o f  

S a c c h a ro m y c e s  c e re v i s i a e  t o  a l u m i n a  s u r f a c e s  a n d  i t s  

r e m o v a l  b y  c a u s t i c  a l k a l i  c l e a n i n g .  B i o c o n t ro l  S c i . ,  7 ,  1 3 1 -

1 3 7 .  

5 8 )  Ta k a h a s h i ,  K . ,  K o i k e ,  K . ,  a n d  F u k u z a k i ,  S .  ( 2 0 0 3 )  

C o m p a r i s o n  o f  t h e  e f f i c a c i e s  o f  g a s e o u s  o z o n e  a n d  s o d i u m  

h y p o c h l o r i t e  i n  c l e a n i n g  s t a i n l e s s  s t e e l  p a r t i c l e s  f o u l e d  w i t h  

p r o t e i n s .  B i o c o n t ro l  S c i . ,  8 ,  8 7 - 9 1 .  

5 9 )  F u k u z a k i ,  S . ,  U r a n o ,  H . ,  a n d  N a g a t a ,  K .  ( 1 9 9 5 )  A d s o r p t i o n  

o f  p r o t e i n  o n t o  s t a i n l e s s - s t e e l  s u r f a c e s .  J .  F e r m e n t .  B i o e n g . ,  

8 0 ,  6 - 11 .  

6 0 )  Ta k a h a s h i ,  K . ,  a n d  F u k u z a k i ,  S .  ( 2 0 0 8 )  C l e a n a b i l i t y  o f  

Ti t a n i u m  a n d  S t a i n l e s s  S t e e l  P a r t i c l e s  i n  R e l a t i o n  t o  S u r f a c e  

C h a r g e  A s p e c t s .  B i o c o n t ro l  S c i . ,  1 3 ,  9 - 1 6  ( 2 0 0 8 ) .  

6 1 )  Ta k e h a r a ,  A ,  a n d  F u k u z a k i ,  S .  ( 2 0 0 2 )  E f f e c t  o f  t h e  s u r f a c e  

c h a r g e  o f  s t a i n l e s s  s t e e l  o n  a d s o r p t i o n  b e h a v i o r  o f  p e c t i n .  

B i o c o n t ro l  S c i . ,  7 ,  9 - 1 5 .  

6 2 )  F u k u z a k i ,  S . ,  U r a n o ,  H . ,  a n d  Ya m a d a ,  S .  ( 2 0 0 7 )  E f f e c t  o f  p H  

o n  t h e  e f f i c a c y  o f  s o d i u m  h y p o c h l o r i t e  s o l u t i o n  a s  c l e a n i n g  

a n d  b a c t e r i c i d a l  a g e n t s .  J .  S u r f a c e  F i n i s h .  S o c .  J p n . ,  5 8 ,  4 6 5 -

4 6 9 .  
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6 3 )  L i u ,  H . ,  a n d  F a n g ,  H .  H .  P.  ( 2 0 0 2 )  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  

e l e c t r o s t a t i c  b i n d i n g  s i t e s  o f  e x t r a c e l l u l a r  p o l y m e r s  b y  

l i n e a r  p r o g r a m m i n g  a n a l y s i s  o f  t i t r a t i o n  d a t a .  B i o t e c h n o l .  

B i o e n g . ,  8 0 ,  8 0 6 - 8 11 .  

6 4 )  S u ,  Y.  C . ,  a n d  L i u ,  C .  ( 2 0 0 7 )  Vi b r i o  p a r a h a e m o l y t i c u s :  a  

c o n c e r n  o f  s e a f o o d  s a f e t y.  F o o d  m i c ro b i a l . ,  2 4 ,  5 4 9 - 5 5 8 .   

6 5 )  C h i c k ,  H .  ( 1 9 0 8 )  A n  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  l a w s  o f  d i s i n f e c t i o n .  

J .  H y g . ,  8 ,  9 2 - 1 5 8 .  

6 6 )  Wa t s o n ,  H .  E .  ( 1 9 0 8 )  A n o t e  o n  t h e  v a r i a t i o n  o f  t h e  r a t e  o f  

d i s i n f e c t i o n  w i t h  c h a n g e  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  

d i s i n f e c t a n t .  J .  H y g . ,  8 ,  5 3 6 - 5 4 2 .   

6 7 )  H o r i u c h i ,  I . ,  K a w a t a ,  H . ,  N a g a o ,  T . ,  Im a o h j i ,  H . ,  M u r a k am i ,  

K . ,  K i n o ,  Y . ,  Y a m a s ak i ,  H . ,  K o ya m a ,  H . ,  F u j i t a ,  Y . ,  G o d a ,  H . ,  

a n d  K u w ah a r a ,  T .  ( 2 0 1 5 )  A n t i m i c r o b i a l  a c t i v i t y  a n d  s t a b i l i t y  

o f  w e ak l y  a c i d i f i e d  ch l o r o u s  a c i d  w a t e r .  B i o c o n t r o l  S c i . ,  2 0 ,  

4 3 - 5 1 .   

6 8 )  W e a s t ,  R .  C .  ( 1 9 8 8 )  C R C  h a n d b o o k  o f  c h e m i s t r y  a n d  p h y s i c s ,  

1 s t  s t u d e n t  e d i t i o n ,  C R C  P r e s s  I n c . ,  B o c a  R a t o n ,  F l o r i d a .  

6 9 )  I n g r a m ,  P .  R . ,  H o m e r ,  N .  Z . ,  S m i t h ,  R .  A . ,  P i t t ,  A .  R . ,  W i l s o n ,  

C .  G . ,  O l e j n i k ,  O . ,  a n d  S p i c k e t t ,  C .  M .  ( 2 0 0 3 )  T h e  

i n t e r a c t i o n  o f  s o d i u m  c h l o r i t e  w i t h  p h o s p h o l i p i d s  a n d  

g l u t a t h i o n e :  a  c o m p a r i s o n  o f  e f f e c t s  i n  v i t r o ,  i n  m a m m a l i a n  

a n d  i n  m i c r o b i a l  c e l l s .  A r c h .  B i o c h e m .  B i o p h y s . ,  4 1 0 ,  1 2 1 -

1 3 3 .  

7 0 )  A l b r i c h ,  J .  M . ,  M c C a r t h y,  C .  A . ,  a n d  H u r s t ,  J .  ( 1 9 8 1 )  

B i o l o g i c a l  r e a c t i v i t y  o f  h y p o c h l o r o u s  a c i d :  i m p l i c a t i o n s  f o r  

m i c r o b i c i d a l  m e c h a n i s m s  o f  l e u k o c y t e  m y e l o p e r o x i d a s e .  

P ro c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A ,  7 8 ,  2 1 0 - 2 1 4 .  
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7 1 )  D u k a n ,  S . ,  B e l k i n ,  S . ,  a n d  To u a t i ,  D .  ( 1 9 9 9 )  R e a c t i v e  o x y g e n  

s p e c i e s  a r e  p a r t i a l l y  i n v o l v e d  i n  t h e  b a c t e r i o c i d a l  a c t i o n  o f  

h y p o c h l o r o u s  a c i d .  A rc h .  B i o c h e m .  B i o p h y s . ,  3 6 7 ,  3 11 - 3 1 6 .  

7 2 )  T h o m a s ,  E .  L .  ( 1 9 7 9 )  M y e l o p e r o x i d a s e - h y d r o g e n  p e r o x i d e -

c h l o r i d e  a n t i m i c r o b i a l  s y s t e m :  e f f e c t  o f  e x o g e n o u s  a m i n e s  

o n  a n t i b a c t e r i a l  a c t i o n  a g a i n s t  E s c h e r i c h i a  c o l i .  I n f e c t .  

I m m u n . ,  2 5 ,  11 0 - 11 6 .  

7 3 )  B e n a r d e ,  M .  A . ,  S n o w ,  B . ,  O l i v i e r i ,  V .  P . ,  a n d  D a v i d s o n ,  B .  

( 1 9 6 7 )  K i n e t i c s  a n d  m e c h a n i s m  o f  b a c t e r i a l  d i s i n f e c t i o n  b y  

c h l o r i n e  d i o x i d e .  A p p l .  M i c r o b i o l . ,  1 5 ,  2 5 7 - 2 6 5 .  

7 4 )  v o n  G u n t e n ,  U .  ( 2 0 0 3 )  O z o n a t i o n  o f  d r i n k i n g  w a t e r :  P a r t  I I .  

D i s i n f e c t i o n  a n d  b y - p r o d u c t  f o r m a t i o n  i n  p r e s e n c e  o f  

b r o m i d e ,  i o d i d e  o r  c h l o r i n e .  Wa t e r  R e s . ,  3 7 ,  1 4 6 9 - 1 4 8 7 .  

7 5 )  福 崎 智 司 ， 浦 野 博 水 ， 高 橋 和 宏 ,  山 田 貞 子 ,  高 木 明 彦  

（ 2 0 0 9） 次亜 塩 素酸 ナト リ ウム の洗 浄お よ び殺 菌作 用に

及ぼ す 温 度 の影 響の 速度 論 的研 究 ,  防菌 防 黴 ,  3 7 ,  2 5 3 - 2 6 2 .  

7 6 )  W h i t e ,  G .  C .  ( 2 0 1 0 )  H a n d b o o k  o f  c h l o r i n a t i o n  a n d  

a l t e r n a t i v e  d i s i n f e c t a n t s .  J o h n  Wi l e y  a n d  S o n s ,  I n c . ,  N e w  

Yo r k ,  p p 1 5 5 - 1 5 8 .  

7 7 )  G o r d o n ,  C .  A . ,  H o d g e s ,  N .  A . ,  a n d  M a r r i o t t ,  C .  ( 1 9 8 8 )  

A n t i b i o t i c  i n t e r a c t i o n  a n d  d i f f u s i o n  t h r o u g h  a l g i n a t e  a n d  

e x o p o l y s a c c h a r i d e  o f  c y s t i c  f i b r o s i s - d e r i v e d  P s e u d o m o n a s  

a e r u g i n o s a .  J .  A n t i m i c ro b .  C h e m o t h e r . ,  2 2 ,  6 6 7 - 6 7 4 .  

7 8 )  N i c h o l s ,  W.  W. ,  E v a n s ,  M .  J . ,  S l a c k ,  M .  P. ,  a n d  Wa l m s l e y,  H .  

L .  ( 1 9 8 9 )  T h e  p e n e t r a t i o n  o f  a n t i b i o t i c s  i n t o  a g g r e g a t e s  o f  

m u c o i d  a n d  n o n - m u c o i d  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a .  J .  G e n .  

M i c ro b i o l . ,  1 3 5 ,  1 2 9 1 - 1 3 0 3 .  
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7 9 )  G o r d o n ,  C .  A . ,  H o d g e s ,  N .  A . ,  a n d  M a r r i o t t ,  C .  ( 1 9 9 1 )  U s e  

o f  s l i m e  d i s p e r s a n t s  t o  p r o m o t e  a n t i b i o t i c  p e n e t r a t i o n  

t h r o u g h  t h e  e x t r a c e l l u l a r  p o l y s a c c h a r i d e  o f  m u c o i d  

P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a .  A n t i m i c ro b  a g e n t s  C h e m o t h e r . ,  3 5 ,  

1 2 5 8 - 1 2 6 0 .  

8 0 )  C l e g g ,  L .  F.  L .  ( 1 9 6 2 )  C l e a n i n g  a n d  s t e r i l i z a t i o n  o f  m i l k i n g  

e q u i p m e n t  o n  t h e  f a r m .  I n  M i l k  H y g i e n e  ( F. A . O . / W. H . O . ) ,  

p p . 1 9 5 - 2 2 0 ,  Wo r l d  H e a l t h  O r g a n i z a t i o n ,  G e n e v a .  
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