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.要
旨

アルミナ微粒子に吸着した牛血清アルブ~ミン(BSA)の､次亜塩素酸ナトリウム(NaOCl)溶液による洗浄

除去特性を､pⅡを変数として検討した｡NaOCl溶液による洗浄を夷施しその洗浄効果を検討したところ､

酸･アルカリのみではBSAが除去されないpH領域(pH3～10)において､付着BSAの除去量および除去速

度は､有効塩素濃度およびpHの増加に伴い増加した｡このBSAの除去特性は､非解離型次亜塩素酸(HOCl)

ではなく､解離型次亜塩素酸(-OCl;次亜塩素酸イオン)の濃度に依存して増加した｡ゲル濾過クロマト

グラフィーの結果から､吸着BSAは次亜塩素酸(HOCI/~OCl)により部分的に分解された結果､除去された

と考えられた｡

1 をまじめに

次亜塩素酸ナトリウム(NaOCl)は強力な酸化作用

を有していることから､医療t食品業界で殺菌剤と

して最も一般的に使用されている1)･2)｡次亜塩素酸

(HOCl)は弱酸(鴫=7.5)3)であることから､その解

離平衡に従い､p‡Ⅰに依存して形態と存在割合が変化

する｡すなわち､pH4～6の領域では非解離型次亜塩

素酸(ⅡOCI)が､PH9以上では解離型次亜塩素酸イオ

ン(~OCI)が高比率で存在する(図1)｡殺菌力は

HOCl/~OClの解離状態に強く依存し､HOCl比率の高

い微酸性領域で最も高いことが知られている｡一方

で､洗浄力に関する報告はあまり無く､十分に理解

されていない｡

本研究では､セラミックス表面に吸着したタンパ
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図1日OCl/~OCl存在比率とpHの関係

ク質汚れを対象として､NaOCl溶液による洗浄を実

施し､酸(Hりおよびアルカリ(0Iiうのみでは汚れを洗

浄除去できないpIi領域(pIi3～10)において､EOCI

および~OClの洗浄力について検討した｡

2 実験方法

タンパク質汚れとして牛血清アルブミン(BSA

F-Ⅴ;ナカライテスク㈱製)を､セラミックスのモデ

ル基材としてα-A1203(SumicorundumAA-5;住友化

学㈱製)の微粒子(平均粒径4.6 〝m､比表面積q.5

m2/g)を用いた｡洗浄液として､pIIと有効塩素(AC)
濃度を調整したNaOCl溶液､およびpIiを調整した

10~3M甜03溶液を用いた｡NaOCl溶液は､市販NaOCl

溶液(和光純薬㈱製)をイオン交換水にて200～1100

Ⅲg/Jに希釈したものを用いた｡pⅡはEClおよびNaOⅡ

により1.5～12.7の範囲に調整した｡HOCI濃度はAC

濃度としてヨウ素滴定法で測定した｡HOClおよび

~OClの濃度比率(存在比率)は､ⅢOClの解離定数p薫

=7.53を用いAC濃度とpIiから算出した｡

アルミナ粒子へのBSAの吸着は､以下の手順で行

なった｡50ml蓉のポリプロピレン製チューブに､BSA

溶液(3g/J､肝3MENO3､pH5.2)25mIとアルミナ

微粒子を5g入れ､ウオーターバス中で恒温振とう

(40℃､140rpm､2時間)した｡振とう後､遠心分離

(2,300×&10分)を行い､ピペットを用いて未吸着

BSAを含む上清を取り除いた｡引き続き10~3MENO3

溶液25mlによるすすぎを2回線り返し行い､未吸
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着BSAを充分に取り除いた後､40℃で16時間乾燥し､

BSA吸着アルミナ粒子(BSA初期吸着量4.2皿g/m2)を

得た｡

回分洗浄実験は､BSA吸着アルミナ粒子1gと洗

浄液(pHl.5～12.7)5mlを25mi容のガラス製バイ

アル瓶iこ入れて密栓後､ウオ輌ターバス内で恒温振

とう(朝℃､140rp臥 2時間)した｡振とう後､遠心

分離(2,300×よ10分)を行い､ピペットで除去BSA

を含む上清を取り除き､引き続き甘3MENO3溶液25

mlによりすすぎを2回線り返し行った後､40℃で16

時間乾燥した｡上清中および洗浄後のアルミナに残

存したBSA量をそれぞれ除去量､残存量とした｡

連続洗浄実験は､BSA吸着アルミナ粒子1gをス

テンレス鋼製カラム(内径4皿lX長さ50mm)に充填

した後､カラムオーブン(40℃)内に鉛直方向に設置

し､肝LC用定流量ポンプによりカラム底部から洗浄

液を流速0.25ml/分で送液して行った(空間時間=

1.5分)｡まずリンス工程として10~3M甜03溶液(pⅢ

5.2)を120分間送液した｡続いて洗浄工程として､

洗浄溶液(pⅡ5.2～10.3)を150分間供給して､カラ

ム出口から排出される洗浄液を経時的に分取し､各

分画中のBSA量を除去量とした｡洗浄終了後､カラ

ムからアルミナ粒子を抜き取り､残存量を測定した｡

洗浄工程中の残存量は式(1)により算出した｡

ぶ=ぶ/+SCfⅥ (1)

ここで∫‥/分後の残存量､与:洗浄終了時り=120)

の残存量､f:分画番号､Cf:∫番目の分画中の除去量､

Ⅵ:g番目の分画の洗浄液量､/:〃番目の分画の開

始時間､〝:分画の総数である｡

BSAの吸着量､除去量は全有機炭素分析計(TOC-

5000A:島津製作所)で測定した｡除去BSAの分子サイ

ズはゲル濾過クロマトグラフィー(GFC)で測定した｡

3 速度論的解析

吸着BSAの除去速度定数は以下の方法で算出した｡

Jennings(1959)らは｢汚れは､汚れ量に対して一次

反応的に除去される｣という洗浄モデルを提唱した

が､ここではJenningsらの洗浄速度論に基づき解析

することとした｡さらに､次亜塩素酸ナトリウム溶

液における洗浄過程が､溶液のp王i(0Ⅰ‡~)による効果お

よび次亜塩素酸による効果の二つの反応で構成され

ており､なおかつ､この二つの反応は独立して進行

すると仮定した｡

0Ⅳおよび次亜塩素酸による洗浄過程はそれぞれ

式(2)､(3)で記述される｡

1m♂E=1nq,OE-た0㌔

hG鱒一=靂mq,∝一一点∝】f

･:ご-

(3)

ここで､慮OE､た∝】は0Ⅳ､HOCl/{OCIによるBSAの除

去速度定数､d)E､♂0は0汀＼HOCi/-OCIによる洗浄

過程での任意の時間=･こアルミナ微粒子上に残存し

ているそれぞれのBSA量､GOH､GOCIは0Ⅳ誹OC!/~OCI

による洗浄過程での､それぞれの疑似の初期BSA吸

着量を意味する｡

また全体の吸着量は式(4)で記述される｡

G=(ヂH+d)CI (4)

式(2)､(3)を式(4)に代入すると式(5)が得られる｡

InG已h(exp(lm(もOH-たOH≠)+eXp(1n(もOq印た00翔

(5)

式(5)を､洗浄除去データに対し適合させることに

より､除去速度定数鳥0隼および㌔□の算出を試みた｡

4 結果

4.1回分洗浄結果

図2に回分洗浄を実施した場合の各p壬iにおける

BSA除去率を示す｡甜03溶液による洗浄では､酸性

～中性領域ではBSAは殆ど除去されないが､高アル

カリ性領域(pⅡ1l～13)ではpIlの増加と共に除去率

は著しく増加した(0Ii~の効果)｡一方､NaOCl溶液に

よる洗浄では､比較的低いpIi領域(p‡i7～)で､PE

およびAC濃度の増加にともない除去率は増加した｡
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園2 BSA除去率とNaOCl濃度およびpHの関係

(シンボル:○,1100mgAC/l;◇,250mgAC/l;E]一200

mgAC/l;A,OmgAC/l)

次に､~OCI濃度の影響を検討するため､酸｡アル

カリのみでは除去しないpf†嶺域(p壬‡2～10)におけ

るBSA除去率を~OCI濃度の関数として再プロットし

た(図3)｡種々のp‡壬およびAC濃度条件で得られた

除去率ぽOCI濃度に対して一本の曲線に収束した｡

すなわち､~OCI濃度が約60mg/J以下では除去され

ないが､60mg/J以上で除去効果が発現し､~OCI濃度

の増加に伴い増加した｡これは､NaOCl溶液の洗浄

力がWOClの濃度に強く依存することを示している｡
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図3 BSA除去率に及ぼす~OCl濃度の影響(シンボ

ル;○,1100mgAC/l;◇,250mgAC/l;□,200mg

AC/J)

4.2 連続洗浄結果

ENO3溶液､NaOCト溶液による連続洗浄の結果を､

洗浄時間に対して残存量の対数値をプロットした除

去曲線として､それぞれ図4A､4Bに示す｡

甜03溶液による洗浄においては､pE5.2～10.3の

範囲でBSAはほとんど除去されなかった(図4A)｡グ

ラフのプロットに対して式(2)を適合したところ､pⅢ

5.2､7.2､10.3におけるガ甘はそれぞれ､0.00043､

0.00039､0.00047min~1となり､いずれも極めて低

い値となった(図4Aの実線部分は計算値)｡

一方､NaOCト溶液による洗浄においては､pH5.2

ではKNO3溶液による洗浄と同様の結果が得られたが､

pI‡の増加と共に､洗浄初期に見られるタイムラグが

短くなり､その後のBSA除去過程での除去量が著し

く増加した(図4王i)｡ここで図4Bの各除去曲線に対
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図4KNO｡溶液(A)およぴNaOCl溶液(B)洗浄における

BSA除去曲線(シンボル:調,PH5b2;㊥,PH7.2;◎,

PHlO.3,ロ,1030mgAC/l,PH5.2;◇,640mgAC/l,

PH7,2;△,890mgAC/l,PH7.5;091020mgAC/l,PH

lO.3)

して式(5)を適合してガClの算出を試みた｡タイムラ

グは洗浄液がBSA吸着層に対して充分に拡散浸透す

るのに必要な時間と考えられ､この間は一次反応的

な脱着現象は起こっていないと考えられるので､ラ

グ期南中のデータはフィッティングデータから除外

した｡また各p‡iに対応するガlIは､図4Aで算出し

た鮮を適用し､値のないpIi7.5についてはガlIの平

均値である0.00043min~1を代入することとした｡そ

の結果､pH5｡2､7.2､7.5､10.3におけるガClはそ

れぞれ0.0030､0.0069､0.0131,0.0493min▼iと算

出された(図4Bの実線部分は計算値)｡

算出したガCt と~OCl濃度の関係を図5に示す｡こ

のように､A∝】ぽOCl濃度に対して指数的に増加す

る結果となった｡
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図5〟氾に及ぼす-OCl濃度の影響(シンボル;､□,

1030mgAC/lpH5,2;◇,640mgAC/l,PH7.2;△,890

mgAC/l,P=7.5:○,1020mgAC/l,PHlO.3)

図6に､NaOCI溶液により除去されたBSAの分子

サイズをGFCで分析した結果を示す｡

pE12.6(0打単独)で除去されたBSA(図6A)では､

シャープな単一ピークが認められ､その溶出時間は

未変性BSAと同一であった(図6中点線)｡一方､弱

アルカリ性のⅣaOCl溶液(pI壬肌3,~OCI濃度‖欄O

mg/J)で除去されたBSA(図6B)では､シャープな単一

ピークが消失し､溶出時間が長い方向に新たな二つ

のピークが現れた(図6B矢印部分)｡中間に現れる

ブロードな複数のピークはNaOCl由来(図6C)のも

のと考えられる｡ここでは示していないが､弱酸性

のNaPCl溶液(pH5.3∴OCl濃度1130mg/l)で処理後､

pH12.5(0粁単独)で除去されたBSAでも､図6B矢印

部と同様の二つのピークが観察された｡この二つの

ピークは､本来のBSAよりもより低分子側の断片の

存在を示しており､すなわち溶出BSAがEOCl/∽OCI

により低分子化されていることを示している｡
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図6 溶出BSAのGFCチャート(A)pH12.6で溶出した

BSA､(B)NaOCl溶液(pHlO.3,,OCl濃度1100mg/l)で

溶出したBSA､(C)NaOCl溶液(pHlO.3,~OCl濃度‖00

mg/J)

5 考察

吸着BSAのNaOCI溶液による洗浄除去において､

洗浄効率および洗浄速度定数は､pIi6-10の範囲で

~OCl濃度に依存して増加した｡その場合､除去の有

無に係わらずBSAの低分子化が観察された｡

HOC王の塩素(CI+)は強い求電子性を有し､電子密度

の高い部位との強い反応性を有する4)ため､タンパ

ク質分子内のペプチド結合や炭素二重結合5)､シス

テイン残基8)等と反応することや､リシン残基のア

ミノ基との反応から､タンパク質骨格の切断を誘導

する-一憶2+､【●Ⅶなどのラジカル種が生成する7),g)こ

となどが報告されている｡NaOCl溶液による洗浄過

程において､吸着BSAはこれらCl†の関与する反応を

経て､高次構造変化や低分子化された結果､除去し

易い形態に変化したと考えられる｡

~ これらの反応が効率的に進行するためには､十分

な量のⅢOCl/~OClがBSA分子内に容易かつ迅速に供

給されることが必要である｡高いOH~濃度(アルカリ

性)の場合､まずBSA分子内の官能基の脱プロトン化

が起こり､これに起因する静電的反発が分子内､分

子間で生じ､その結果分子は膨潤し､分子内部への

HOCi/】OCユ の到達が容易になると考えられる｡一方

で､EOCI/~OC王の吸着BSA分子内部への移動現象は濃

度勾配に基づく受動拡散で､その移動速度は溶液中

のHOCl/~OCI濃度に依存すると考えられる｡連続洗

浄初期のタイムラグは､EOCl/-OClの吸着BSA分子内

部への移動現象を反映していると考えられる｡

さらに､低分子化されていてもpH6以下では除去

されないことから､除去には一定量以上の0打が必要

であると考えられる｡

以上のことから､~OClの存在比率が増加しはじめ

る中性以上のp‡王領域(p‡i6-10)では､0打の作用によ

り吸着BSAが膨潤し､HOCl/-OClのBSA分子内部への

拡散が容易となり､HOCl/~OCIと構成アミノ酸(ペプ

チド結合)との反応性が向上することにより BSAの

酸化分解が促進された結果､pE単独と較べて著しい

除去効果が得られた､と考えられた｡

6 まとめ

NaOCI溶液で洗浄した場合､】OCl濃度に依存し七､

吸着BSAの除去率および洗浄除去速度が増加した｡

本研究により､NaOCl溶液の洗浄力ばOClの濃度に

強く依存することが明らかとなった｡洗浄剤として

~OCIを効果的に利用することで､洗浄に必要な0打

濃度(例えば水酸化ナトリウム濃度)を1/100～

1/1000程度に削減することができる｡
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